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Studies on the Growth of Xanthophyceae in Pure Culture 
I. The mineral nutrition of Monodus subterraneus Petersen 


By 
J.D. A. MILLER and G. E. Foae 


With 6 Figures in the text 


(ELingegangen am 7. April 1957) 


It is generally believed that members of the Xanthophyceae (Hetero- 
kontae) are distinguished from other algae as much by metabolic peculiar- 
ities as by morphological features but, in point of fact, little is known of 
their physiology or biochemistry. 


The accessory photosynthetic pigments differ from those of other algal classes in 
that the few species examined have been found to contain chlorophyll e but no 
chlorophyll b (StRatn 1951). According to Jamrkorn (1954) four species of Xantho- 
phyceae examined by her contained B-carotene, lutein, violaxanthin and neoxanthin 
in the same proportions as found in the Chlorophyceae. These findings conflict 
somewhat with those of Srratn (1951). There appears to be no quantitative evi- 
dence to support the often repeated statement that the Xanthophyceae contain a 
high proportion of carotenoids as compared with the Chlorophyceae. Starch, as 
detected by the usual microchemical tests, is absent from the Xanthophyceae, its 
place as a reserve substance being perhaps taken by the chemically ill-defined sub- 
stance leucosin (Frirscu 1935). The cell walls of two species have been shown by 
x-ray analysis to contain cellulose (Nico~ar and Preston 1952) and in many 
species the membranes may be silicified (FrrrscH 1935). Fat accumulation has been 
regarded as especially characteristic of the class but quantitative studies have 
shown no essential difference in this respect from the Chlorophyceae (COLLYER and. 
Foae 1955). The amino-acid composition of the bulked proteins of a xanthophycean 
alga has been found not to differ significantly from those of algae belonging to other 
groups (FowDEN 1954) and not to include the uncommon «-e-diaminopimelic acid 
(WorK and Dewey 1953). From studies with Vaucheria sp., which from its pigmen- 
tation, lack of starch, and flagellation (GREENWOOD, Manton and CLARKE 1957), 
evidently belongs to the Xanthophyceae, it appears that the path of carbon in photo- 
synthesis by members of this class is essentially the same as that in other plants 
(Norris, Norris and Cavin 1955). 


More extensive physiological and biochemical investigation of the 
Xanthophyceae is desirable not only from the point of view of compara- 
tive biochemistry but because members of this class are sometimes 
quantitatively important in the micro-floras of freshwaters and soils. The 
purpose of this paper is to describe some general studies on the growth 
and mineral nutrition of Monodus subterraneus Petersen. These investi- 
gations were carried out with the object of defining the conditions for 
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maximum growth rate and cell crop, prior to a detailed investigation of 
certain aspects of its metabolism. 

In size, structure and reproduction, Monodus is the xanthophycean 
equivalent of Chlorella in the Chlorophyceae. It is a non-motile unicellular 
alga, the adult cells normally measuring about 5 X 9. Cell division 
results in the formation of two or four autospores. No sexual process or 
motile stages have been observed. M. subterraneus was first described 
from a sandy agricultural soil in Denmark (PETERSEN 1932) but the 
strain used by us was isolated from wet rocks in a stream near Marion, 
Connecticut, by Dr. R. A. Lewry. We have confirmed that chlorophyll b 
(BELCHER and Foae 1955) and starch are absent in appreciable quan- 
tities from this alga, and have no doubt that it is correctly placed in the 
Xanthophyceae. Studies on fat accumulation in M. subterraneus have 
already been reported (CoLLYER and Foae 1955). 


Methods 


1. Stock cultures. M. subterraneus was found to grow satisfactorily 
on Chu’s medium no. 10 (Cou 1942) with iron supplied as a ferric citrate- 
citric acid mixture (RopHE 1948). Initial experiments with stagnant 
cultures in cotton wool plugged 100 ml. Pyrex conical flasks showed that 
growth was more vigorous in Chu no. 10 medium at five times the normal 
concentration (“Chu no.10x 5’), but rather poorer on Foa@’s (1949) 
Anabaena medium with 0.02% potassium nitrate, and much poorer in the 
more concentrated standard media such as the Chlorella media of PEAR- 
SALL and Loos (1937) and Mysrs and Cuark (1944). On the other hand 
the Navicula medium of Lewin (1953) gave growth about equal to that 
in Chu no.10x 5. In making up all media Pyrex distilled water was 
employed, and ‘“‘Analar”’ chemicals were used where available. 

The improved growth in greater than normal concentrations of Chu 
no. 10, in contrast to the poorer growth in most other concentrated 
media, led to the selection of this medium as starting-point in the search 
for a mineral solution that would give rapid growth and high cell crop. 
Thus for maintaining stock cultures, slopes of Chu no.10 solidified with 
1.5%, agar were employed. Serial transfers were made on to fresh slopes 
at approximately monthly intervals. Inoculations were also made into 
tubes of liquid medium, and cells from such stagnant liquid cultures, 
12—15 days old, were used as inocula for all the experimental work to 
be described. 


2. Temperature. The organism grew well at 25°C, and all experi- 
ments were carried out at this temperature. The range of temperature 
tolerated by the organism has not been investigated, though it is known 
to remain viable after several hours at 34°C. 
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3. Culture techniques. Aseptic precautions were observed 
throughout. Large discrepancies between replicate cultures were nearly 
always traceable to the contamination of one of them by bacteria or 
fungi, so after each experiment bacteriological media were inoculated 
with the algal suspensions, and the results obtained from contaminated 
cultures were discarded. 

Duplicate or triplicate cultures were used for each treatment and, except where 
otherwise stated, the algae were grown in 100-ml. cotton wool plugged conical 
flasks immersed in a constant-temperature tank at 25.0°C. and arranged in a circle 
around a 150-watt pearl tung- 
sten filament lamp so that the #0 
light intensity at the cultures 
was approximately 3600 metre- 
candles. 
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In early experiments the 
cultures were stagnant. 
Later a shaking mechanism 
was added, pivoted verti- 
cally aboutthelamp, and ac- 
commodating up to 18 ves- 
sels. This was shaken 5 
through an amplitude of ecto f 
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cillations per min. by Fig. 1. Growth of Monodus subterraneus in Chu no. 
10 medium at 25° C under different culture conditions: 
means of a constant-speed (A) stagnant culture in conical flasks, (B) continuously 
electric motor. The rate of shaken flasks, (C) aerated and shaken flasks, (D) aerated 
- . tubes. The experiments were performed at different 

growth in Chu no. 10 in times, but similar inocula were used 


continuously shaken vessels 

was considerably higher than in stagnant culture, as shown in Fig. 1 
which compares growth in Chu no.10 in different experiments, the 
inoculum being similar (about 100 cells per mm%.) in each case. 
Subsequently, 100 ml. conical flasks, modified by the addition of an 
aeration tube drawn out to a fine orifice, were employed (see Fig. 2). 
Cultures were aerated with air + 1% carbon dioxide at a rate of 3 bubbles 
per sec. (10 ml. per min.) 1. Inorder to observe the effect of aeration without 
shaking, an experiment was performed with culture tubes 2.5 cm. in 
diameter and 15.0 cm. long, each fitted with a rubber bung carrying an 
aeration tube passing almost to the bottom and an outlet filter. Aeration 
was vigorous and to prevent evaporation the air was first passed through 
humidifying bottles. Despite aeration at 6—8 bubbles per sec. a propor- 
tion of the cells remained settled out on the bottom, and early growth was 
poorer than in cultures that were shaken but not aerated. Fig. 1 shows 


1Jn this paper the term aeration is reserved for the procedure of passing air 


through culture vessels. 
1* 
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that there is a distinct advantage in shaking “aerated” cultures of 
Monodus. 

A continuous culture apparatus similar in basic design to that des- 
cribed by Myrrs and Crark (1944) has also been used. This provides 
vigorous aeration with a humidified gas mixture, the composition of which 
may be varied, to a culture grown in a vessel annular in section, and 
maintained at 25.0°C by means of a water-jacket. Thorough stirring of 
the culture can be achieved in a vessel of this shape and the rate of 
growth obtainable is equal to that in shaken conical flasks with aeration. 

The apparatus is normally operated to give 

i ny ~ a relative growth rate of about 0.25 logy 
Sey units per day, in a culture maintained at a cell 
concentration of 120,000—140,000 per mm. 

It is clear that, in order to maintain high 
growth rates in Monodus, thorough agitation 
of the culture is necessary. Shaking keeps the 
culture in equilibrium with the gas phase 
above it but growth, especially in more con- 
centrated media, is then limited by the rate 

Bi of inward diffusion of carbon dioxide through 
Fig. 2. 100ml, conical flask modi- the cotton wool plug, so that a supply of air, 
fied to provide aeration forshaken preferably enriched with carbon dioxide, is 
cultures. The bulb, as well as the ‘ . . . 
neck, is plugged with cotton wool required to maintain high growth rates. The 
combination of shaking and a slow flow of air 
through the vessel seems preferable to the use of static vessels with 
vigorous aeration because the wastage of carbon dioxide is less and, 
evaporation being negligible, there is no necessity for a humidifying 
system for the air. Thus a flask can be easily removed for aseptic 
sampling in a sterile chamber. 

4, Estimation of growth. Although it is unicellular, M. subterraneus 
presents certain difficulties when quantitative estimation of growth is 
attempted. In early stages of growth large cell aggregates form which are 
almost impossible to break down completely, even with vigorous shaking 
of the sample, and when the culture vessel is shaken or aerated many cells 
adhere to the glass walls above the medium and are difficult to dislodge. 
A possible solution to a part of this problem is the treatment of the 
vessels with a silicone to render the glass unwettable: preliminary results 
with the continuous culture apparatus indicate that when this is done the 
deposition of cells is greatly reduced. This deposition of cells on the sides of 
the vessel above the medium sometimes persists into later stages of growth 
in media which are rather unsuitable for the organism. It has been noticed 
in several mineral media, and most markedly when growing the alga on 
tryptophane as sole nitrogen source (MILLER and Foaa, in preparation). 
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Growth was estimated in the following experiments by means of cell 
counts. Estimation from optical density of cell suspensions was found to 
be unreliable owing to the large variation in the production of pigments 
according to the composition of the medium and the phase of growth: 
for instance the alga changes colour during growth in Chu no. 10 from an 
almost chlorophycean green to yellow when growth is complete, yet 
retains its greenness in some of the concentrated media that have been 
devised. 

The following technique was evolved to minimize the error when 
studying growth by means of cell counts. The cells in a culture vessel 
were suspended as thoroughly as possible by agitation, and a sample of 
0.5 ml. withdrawn with a pipette. This was run into a small specimen tube 
and thoroughly shaken, and 500—600 cells from this suspension counted 
with a haemacytometer. Despite these precautions however, the accuracy 
of cell counts in early stages of growth was considerably lower than in 
older cultures where clumping and deposition of cells had ceased. To 
determine the accuracy of the technique 500—600 cells were counted 
from each of 16 samples taken from a four-day-old shaken and aerated 
culture in Chu no.10. The standard deviation was found to be more 
than 8% of the mean. A similar series of counts on the same culture 
after a further 12 days showed a standard deviation of exactly 5%. 

In early experiments the general characteristics of growth in 
different media were observed by occasional cell counts, but when 
the improved culturing technique allowed of a longer period of ex- 
ponential growth, its rate was determined by counting on the 2nd, 
4th, 6th, 8th and 10th days. The period for which exponential 
growth was maintained was determined by interpolation from graphs, 
and the relative growth rate (R) during this period was calculated 
by the method of least squares, as the regression of log, of cell 
number per unit volume on time in days. Final yield in terms of both 
cell number and dry weight per unit volume were also observed. All 
these aspects of growth were considered when the suitability of a cul- 
ture medium was assessed. 

Results 

1. Pattern of growth. When a mineral medium is inoculated with 
Monodus cells from a stagnant Chu no. 10 culture 12—15 days old, there 
is a burst of cell division within a few hours in which most of the cells 
take part. There is then apparently no more division for up to 36 hrs. 
while the autospores enlarge, and thereafter cell division rapidly becomes 
out of phase and the curve is no longer stepwise. Fig. 3 shows early 
growth in detail in two shaken and aerated flasks of Chu no. 10. Growth 
here was exponential until about the 8th day, the regression line giving 
a value for R of 0.252 for the period between the 2nd and 8th days. This 
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is somewhat higher than values (about 0.23) normally obtained in Chu 
no. 10, and can be attributed to the much more frequent resuspension of 
deposited cells and breakdown of clumps before sampling. 

2. Reaction. Growth occured in Chu no. 10 at pgs between 3.0 and 
9.5, the full range tested. There was no significant difference in R or in 
final yield at initial pys of bet- 
ween 6.0 and 7.7. Growth at 
pu 3.0 was extremely slow, but 
a cell concentration of 7600 per 
mm’? was ultimately rea- 
ched. Culture media containing 
nitrate were therefore adju- 
sted initially to pq 6.0—6.2, 
when the final pq was in no 
case higher than about 8.9. 

3. Iron requirement. 
Growth was normal in Chu 
no.10 with one tenth of the 
usual concentration of ferric 
citrate, at initial pys of up to 
8.5 (the highest tested), demon- 
strating that 10-*m ferric ci- 

trate provides sufficient avail- 

0 2 4 6 & 10 Days : 5 

Fig. 8. Detailed growth curve of Monodus in two able iron for the organism 
shaken and aerated flasks of Chu no.10 medium. The even at high pus. 5 X 10-§m 
regression line ‘oars § oe Rat fit the 2nd to the ferric chloride was also teated 
asaniron source, and wasfound 

to support growth at pq 8.5 about equal to that with ferric citrate. The lat- 
ter salt has, however, beenemployed exclusively in the work to bedescribed. 

4. Growth with high nitrate concentrations and the effects 
of cation ratios. Attempts to improve growth in Chu no.10 by 
increasing the nitrate concentration tenfold or twentyfold, using calcium 
nitrate prepared from ‘‘Analar’’ reagents, were unsuccessful. There was 
little improvement unless the dibasic potassium phosphate was increased 
in proportion, in which case the growth characteristics resembled those 
in Chu no. 10 x 5. It was at first assumed that the phosphorus require- 
ment of the organism was high, its optimal nitrogen atom: phos- 
phorus atom ratio being near to that in Chu no.10 (8.5). Increase of 
the nitrogen concentration by addition of sodium nitrate, however, 
was found to give much improved growth without the addition of 
phosphate. This fact suggested that the high calcium concentration 
was unfavourable: the improved growth consequent upon the increase 
of both calcium nitrate and potassium phosphate could thus be due 
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at least partially to an antagonism between the calcium and _potas- 
sium ions. 

The effect of varying monovalent and divalent cation concentrations 
in a medium of otherwise constant composition was therefore studied in 
detail, using cultures with shaking and aeration. A basal medium resem- 
bling Chu no. 10 was used, containing the usual concentration of dibasic 
potassium phosphate (0.001%) and hydrated magnesium sulphate 
(0.0025%,), ferric citrate, and trace elements (boron, manganese, molyb- 
denum, cobalt, copper and 
zinc). Sodium carbonate and 
silicate were both omitted. oly 
Nitrogen at 20 times the 
normal concentration was 
supplied as various mixtures 
of sodium and calcium ni- 
trates (see Table 1). Relative 
growth rate, final cell con- 
centration and dry weight 
per unit volume were ascer- 
tained and plotted asin Fig. 4. 

It is seen that there was 
a marked optimal range for 
all aspects of growth on the 
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um-ion concentration (above ; 

OF Ae Fig. 4. Growth in basal medium containing various 
about the 1.7 milligram- -mixtures of sodium and calcium nitrates. (e relative 
atom /litre in medium E) or growth rate, © final cell concentration, and x final 

; dry weight) 

an unfavourable effect of a 

low sodium : calcium ratio or monovalent: divalent cation ratio. The R 
values in media D, E, F and G were higher by a statistically significant 
amount than that in medium B. Greater differences appeared in the 
final dry weights and cell concentrations in the different media, 
although there was not a constant proportionality between these two 
aspects of growth: 107 cells in media A and B, where relative growth 
rates and final yields were poor, weighed about 0.64 mg. compared with 
only 0.43 mg. in medium F. 

Some growth took place in absence of calcium, except that present as 
impurity, exponential growth being of short duration and at alow rate, 
although the final production of cells was remarkably high. The organism 
has been maintained through 10 subcultures in medium nominally free 
from calcium, but critical work on the essentiality of this element using 
purified salts has not yet been attempted. 
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The curves in Fig. 4 may be interpreted as a response to increasing 
calcium concentration up to about that in medium F, implying a rather 
large calcium requirement of the order of 0.02 micro-microgram-atom 
per cell if the amount of added calcium is divided by the number of cells 
produced in excess of that in medium H, whereas later work with the 
standard medium indicates that the calcium requirement is much smaller 
than this, and probably less than 0.0005 wug.-atom per cell. Inhibition 
seems to occur at the calcium concentration in medium E (only 2% times 


Table 1. Composition of high-nitrate basal media and pr changes during growth 


Ca(NOs)2 NaNO; Monovalent: Initial Final 
Medium concentration concentration divalent , pH DH 
(millimolar) (millimolar) cation ratio 

A 4.880 0 1:43.3 Ciwick 7.8 
B 4.636 0.488 1: 7.9 6.0 8.0 
C 4.148 1.464 1:2.7 6.0 8.3 
D 3.172 3.416 5 Os ee | 6.0 8.5 
E 1.708 6.344 3.6 6.0 8.8 
F 0.732 8.296 104 4 6.0 8.9 
G 0.244 9.272 ae AFA t 6.0 8.8 
H 0 9.760 Sia= 1 6.0 8.9 


the concentration required for maximum growth under these conditions). 
This is unlikely to be a direct toxic effect of calcium, though Mast and 
Pace (1939) found inhibition of the growth of the colourless alga Chilo- 
monas paramecium by calcium salt concentrations above millimolar. The 
inhibition by high calcium in the present experiment may alternatively 
be an indirect effect due to adsorption of a nutrient such as iron on to 
a precipitate formed as the medium became alkaline, but this also is 
unlikely since no precipitation was noticed in the high-caleium media, 
the px rose less in them than in the high-sodium media, and the early 
stages of growth were also poorer than in high-sodium media. 

Cation balance seems at present the most likely explanation of the 
phenomenon. The importance of this balance for the growth of micro- 
organisms has been stressed by several authors (see Discussion). Since 
growth in absence of sodium showed no pronounced difference from that 
at low concentrations it appears that a specific antagonism of calcium 
by sodium is not involved, but, rather, an antagonism between mono- 
valent and divalent cations. The optimal monovalent: divalent cation 
ratio for the organism appears to lie between about 10 and 27:1. 

A low monovalent: divalent cation ratio may interfere with uptake 
of ions by reducing cell permeability. In this connexion it is interesting 
to note that the high-sodium cultures (including the calcium-free me- 
dium H) developed a much brighter green than the others which soon 
became yellowish. A similar loss of greenness was noticed later in the 
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standard medium at low nitrogen concentrations, and suggested that 
absorption of the nitrate is interfered with in the high-calcium media. 
Unfortunately a quantitative study of these differences in pigmentation 
has not yet been made owing to the extreme difficulty of extracting all 
the pigment from Monodus. 

Thus in designing a standard medium with which to determine mineral 
requirements and biochemical characteristics of Monodus, it was decided 
to keep the cation balance within the optimal range indicated by this 
experiment, to use sodium or potassium nitrate instead of calcium nitrate, 
and to find whether abundant growth could be obtained without exceed- 
ing a concentration of 1.7 mg.-atom calcium/litre. 

5. Potassium requirement. In order to rule out the possibility of 
an interference with potassium uptake by a high calcium concentration, 
another experiment was performed in which the sodium and potassium 


Table 2. Sodium and potassium content of six variants of basal medium E, with growth 


obtained 

Na K Relative Mean final 
Medium concentration concentration growth rate cell count 
(mg.-atom/1) (mg.-atom/1) (logi) unit/day) (cells/mm!*) 

1 6.460 0 — 13960 

2 6.402 0.057 0.251 60730 

3 6.345 0.115 0.253 65280 

(Medium E) 

4 4.230 2.230 0.245 63060 

5 2.115 4.345 0.248 63200 

6 0 6.460 0.243 62440 


concentrations were varied inversely in the basal medium HE. The com- 
positions of the six variants of medium E are given in Table 2, with the 
relative growth rates and final cell concentrations obtained with these 
media. No improvement in growth resulted where some or all of the 
sodium was replaced by potassium: there was no significant difference 
in the final cell concentrations in media 2—6, although the R in medium 2 
was actually significantly higher than that in medium 6. Thus growth 
was not diminished by reducing the potassium concentration to one-half 
of the original value in medium E, though it was poor in absence of 
added potassium, exponential growth in this case lasting only 3—4 days 
with the potassium carried over with the inoculum or introduced as 
impurity. From the number of cells produced in excess of that in the 
potassium-free controls by the smallest addition of potassium, a max- 
imum requirement of 0.00122 wug.-atom K/cell by Monodus was calcu- 
lated. This very small requirement suggested that sodium nitrate could 
probably be successfully employed as nitrogen-source in the standard 


medium. 
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6. Phosphate tolerance. The N:P ratio inChu no.10 is 8.5:1.Cell 
production in stagnant culture was found not to be significantly lower 
at one-half of the normal dibasic potassium phosphate concentration, 
the potassium being made up to the normal concentration with potassium 
chloride, and only slightly poorer at one-quarter of the usual phosphate 
content (N:P = 34.0). Thus the optimal N:P ratio for the organism was 
assumed to lie between 8.5 and 34.0: 1. 

With this and the previous results as a basis, an attempt was made 
to devise a medium, more concentrated than those based on Chu no. 10, 
which would support maximum growth of Monodus. Detailed investiga- 
tion of the nitrogen and phosphorus requirements was afterwards carried 
out with this medium, and is reported in § 9. First, however, the tolerance 
of the organism to phosphate concentration was investigated by attempt- 
ing to grow it in the basal medium E made up in 0.005 m, 0.01 m, and 
0.02 m potassium dihydrogen phosphate buffer adjusted to py 7.0. Only 
poor growth occurred in presence of 0.005 m phosphate, and no growth 
at all in the higher concentrations. This explained the lack of growth in 
the media of MyErs and CLark, and of PEARSALL and Looss, in which 
the phosphate concentrations are respectively 0.009 m and 0.067 m. 

7. A concentrated standard medium. In designing a concentrated 
medium, the relatively low figure of 0.00115 m dibasic potassium phos- 
phate (0.02%, the concentration in Lewin’s medium in which 1. sub- 
terraneus grew satisfactorily) was selected. The potassium concentration 
this gave would be adequate to support a cell population of over 2 million 
per mm’, The magnesium sulphate concentration of 0.0008 m in that 
medium was also employed. A sodium nitrate concentration of 0.02 m 
was taken since the N:P ratio of 17.4: 1 which this gave was considered 
favourable, from the above evidence. A calcium chloride concentration 
of 0.00063 m was used, this being considerably below the concentration 
suspected of being inhibitory. It gave a monovalent: divalent cation ratio 
of 15.6:1 in the medium. Twice the quantities of trace elements and ferric 
citrate used in modified Chu no. 10 were employed. The addition of about 
0.6 ml. normal hydrochloric acid/litre gave a px of 6.0 after autoclaving. 

Growth in this medium was then studied, to assess its value in pro- 
ducing algal material for biochemical investigations and as a medium 
for mass culture. 

8. Dilution and concentration of the standard medium. An ex- 
periment was conducted with shaken and aerated cultures of the stand- 
ard medium at the concentration derived in the above manner, and at 
3/10, 3 times and 10 times this strength. Some precipitation occurred in 
this last medium during autoclaving and more hydrochloric acid was 
added aseptically, bringing the initial py to about 5.7. As usual each 
flask was inoculated with about 100 cells per mm3. 
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The principal results are shown in Fig. 5a. They indicate that the 
medium is very suitable for Monodus, relative growth rate (approximately 
0.25 log, units per day) being about the same as that obtained in the 
optimal basal media. In the standard medium, however, exponential 
growth continues for 10—11 days in these culture conditions, and final 
cell concentrations are very much higher than any previously attained 
(up to 600,000 cells per mm’, compared with 75,000 in optimal basal 
media and 30,000 in Chu no. 10 under identical culture conditions). 
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Fig. 5a. Growth in various dilutions and concentrations of the standard inedium 
Fig. 5b. Growth in the normal-strength standard medium with different concentrations of sodium 
nitrate. (e relative growth rate, © final cell concentration, and x final dry weight) 


The best growth in terms of the relative growth rate and final cell 
concentration occurred in the standard medium at normal strength. At 
triple strength the final dry weight of cells per 10 ml. of culture was 
higher than in normal strength but the final cell number was markedly 
lower, indicating an inhibition of cell division. There was virtually no 
growth in the medium x 10. 

Changes in px during growth were not so great in these media as in 
the earlier less buffered media. The final py in standard medium x 3/10 
was 7.7, that in normal concentration 8.2, and that in 3 x normal con- 
centration 8.6. 

Concurrently with this experiment another was carried out with the 
standard medium containing various concentrations of sodium nitrate 
above and below the normal concentration of 0.02 m. In each treatment 
the calcium chloride was increased or decreased to preserve the cation 
balance. The results are shown in Fig. 5b. The curves closely resemble 
those obtained with dilutions and multiples of the standard medium. 
A slight discrepancy occurred in the medium with 3/10-nitrogen where 
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the R was slightly higher, though not significantly so, than that in the 
standard medium. 

This experiment, with its wide range of nitrate concentrations, illus- 
trated very clearly the great differences in the pigmentation of Monodus 
which may occur under different conditions. Cultures with 1/10-nitrogen 
were distinctly yellow-green even during exponential growth, and on the 
26th day when the experiment was discontinued they had become yellow. 
Cultures with 3/10-N retained a yellow-green colour throughout; cul- 
tures in the standard medium were a much truer green, while those 

with 3x N were very dark green 


° oto iat and indistinguishable to the naked 

| eye from Chlorella cultures. 
/#\- 9. Nitrogen and phosphorus 
requirements. The — normal- 


strength standard medium was used 
to determine more accurately the ni- 
trogen and phosphorus requirements 
of Monodus in the following way. In 
a series of duplicate cultures, the po- 
tassium phosphate content of the 
medium was varied over an approxi- 
mately logarithmic range of 1/,999-P, 
3/o00-P and 1/,9-P, on the assump- 
ot tion that at very low concentrations 
ve Ma ms : : 
[000 71000 700 of phosphorus in an otherwise opti- 
Fig. 6. Growth, in terms of cell concentration, mal medium, the number of cells 
in the standard medium with limiting nitrate f 3 
and with limiting phorphate produced in excess of that in the 
phosphorus-free controls would be 
roughly proportional to the quantity of phosphate added, and would 
allow the requirement per cell to be calculated. In the low-phosphate 
media the potassium content was restored to the value in the standard 
medium by appropriate additions of potassium chloride. Similarly a series 
of low-nitrate media was prepared, containing 1/s999-N, 3/:999-N and 4/499-N. 
The sodium content of these media was made up with sodium chloride. 
The inoculum for this experiment was suspended in a solution without 
nitrogen or phosphorus. Frequent cell counts were made until the 19th 
day. After a certain point the growth rates decreased suddenly, and the 
cell counts at these points were plotted. 

The results (Fig. 6) demonstrate in each case a close linear relationship 
between the amount of nutrient added and the production of further 
cells. From the best-fitting line through the points in the Figure, a phos- 
phorus requirement of 0.00089 ywug.-atom P/cell was computed. A similar 
calculation for the response to nitrate gave a nitrogen requirement of 


Final cell concentration (1000 cells/cu.mm/ 
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0.0228 wug.-atom N/cell. The N:P ratio required by the organism is 
thus 25.6: 1. 

An interesting feature was that growth was complete in all media with 
limiting nitrate by the 13th day, whereas a slow increase in cell number 
continued in some of the low-phosphorus media until the 19th day. Ex- 
ponential growth occurred for a brief period in all of these media. It 
was of too short a duration to permit accurate determination of R, but 
that in the highest concentration of nitrate used in this experiment ap- 
peared not to differ significantly from that in the controls of standard 
medium, whereas that in the highest phosphate concentration was some- 
what lower. 

The N:P ratio calculated for the organism differed from the value of 
17.4:1 employed in the standard medium, but nevertheless the original 
composition (see Table 3) was retained since only 70% of the maximum 
theoretical number of non-deficient cells at this nitrate level was 
produced in the medium. 


Table 3. Composition of the standard mineral medium 


NaNO, 0023 lees bias. BO:) 0.2 p.p.m. 

K,HPO, 0.00115 m | Mn (as MnCl,-4H,O 0.2 p.p.m. 

MgSO, -7H,0 0.0008 m Mo (as MoO.) 0.2 p.p.m. 

CaCl, 0.00063 m Co (as CoCl, - 6H,0) 0.02 p.p.m. 

Ferric citrate 0.00002 m Cu (as CuSO,-5H,O) 0.02 p.p.m. 
( 


(as ferric citrate-citric acid mixture) Zn (as ZnSO,:7H,O) 0.02 p.p.m. 

Very satisfactory growth was obtained with this medium in the con- 
tinuous culture apparatus. Exponential growth could be maintained with 
cell concentrations of the order of 200,000 per mm‘. 

10. Other nitrogen sources in the standard medium. Most media 
described in the literature contain potassium nitrate or an ammonium 
salt as the nitrogen source. In view of the low potassium requirement 
of M. subterraneus, sodium nitrate may be employed in place of the more 
costly potassium salt. This might be an important consideration in mass 
culture. The rise in pp during growth in nitrate media appears not to 
be injurious to the organism. Ammonium uptake is accompanied by a 
fall in px, frequently resulting in inhibition of growth. The uptake of 
urea does not result in a px change, and the advantages of using this 
‘substance have been pointed out by e.g. BsORKMAN et al. (1955) who 
reported better growth of mass cultures of Chlorella pyrenoidosa in urea 
than in nitrate. An experiment was therefore carried out with various 
nitrogen sources in the standard medium in place of sodium nitrate. 
Each medium had the same nitrogen content as the standard medium. 

With potassium nitrate as the nitrogen source, the R during exponential 
growth was significantly lower than with sodium nitrate (0.242 + 0.0073, 
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compared with 0.254-++ 0.0044). The mean final cell concentration, 
515,000 per mm®, was also significantly lower than in the standard 
medium (610,000). This agrees with the findings with the all-potassium 
variant of the basal medium E (§5). The reason for poorer growth in 
high potassium concentration is not clear. 

Ammonium chloride gave very poor growth. In one pair of cultures the 
pH was adjusted daily to neutrality with sodium hydroxide, and in these 
the relative growth rate was about 0.15 and the final cell concentration 
52,600 per mm?. In another pair of cultures no py adjustment was made: 
here the px fell rapidly to about 3.5 after which little growth took place. 
The maximum cell concentration reached here was 3400 per mm®. 

Urea was also tested as a nitrogen source. R in this case was 0.241 
-+ 0.0026, which again was significantly lower than in sodium nitrate, 
although the mean final cell count in urea medium was slightly higher. 
No adjustment of cation balance was made in this medium, which may 
account for the lower value found for R. Urea has the disadvantage that 
it may favour the growth of bacterial contaminantsand its use in amedium 
for the mass culture of Monodus in place of sodium nitrate would incur 
no advantage. 

11. Effect of higher light intensity and carbon dioxide con- 
centration. Although the final cell concentration and the duration of 
the logarithmic phase of growth were both considerably greater in the 
standard medium than in Chu no.10, comparatively little increase had 
been effected in the relative growth rate. This was about 0.23 in Chu 
no.10 under normal experimental conditions, and up to 0.255 in the 
standard medium, the higher figure representing a generation time of 
28.3 hrs. Under certain conditions, however (§1), values nearer to the 
latter figure could be achieved in Chu no. 10. 

It was borne in mind that in the more concentrated media the factor 
limiting growth might be the light intensity or the rate of provision of 
carbon dioxide. An attempt was therefore made to improve growth in 
the standard medium by increasing the incident light intensity to 6500 m.- 
candles. R in this experiment was 0.259, a slightly higher value than 
those obtained at 3600 m.-candles, though a statistical comparison was 
not possible owing to the absence of controls at the lower intensity in 
this experiment. Exponential growth continued for a further day or more 
in high light, and was followed by a period of 7 days during which the 
cell count increased at a constant rate, suggesting that growth was now 
limited by the rate of supply of carbon dioxide. This is confirmed by the 
fact that in the continuous culture apparatus, when air ++ 5° carbon 
dioxide was supplied at a high rate, exponential growth took place at 
these high cell concentrations. The final cell concentration in high light 
was no higher than values obtained at the usual light intensity. 
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Thus it does not seem possible materially to increase the relative growth 
rate of Monodus or the final cell count by employing higher light inten- 
sities or carbon dioxide concentrations, or by increasing the mineral con- 
centrations above their values in the standard medium. Improvement in 
physical conditions causes prolongation of exponential growth until 
about one-third of the final cell count is reached. 


Discussion 

Compared with Chlorella spp. and other Chlorococcales commonly 
grown in laboratory culture, Monodus subterraneus is less tolerant to 
variations in composition of the inorganic medium and appears to grow 
well only at low concentrations of calcium or high monovalent: divalent 
cation ratios. It resembles Chlorella in having a low actual requirement 
for calcium, and apparently belongs to that group of algae designated 
by PEARSALL (1922) as requiring a high monovalent: divalent cation 
ratio. The cation relations of algae may, however, be very complex as 
shown by Provasort et al. (1954), who found for two freshwater algae 
an interaction between total salt concentration, monovalent: divalent 
cation ratio and calcium:magnesium ratio. Investigation of such inter- 
actions has not been attempted with VW. subterraneus, and it is possible 
that better growth may be obtained at the higher calcium concentrations 
by increasing the magnesium content (VOLLENWEIDER 1950), or the 
monovalent cation content. 

In a purely inorganic medium of suitable composition, however, 
Monodus shows fairly rapid growth and gives high final yields of cells. 
Although the maximum value found by us for its relative growth con- 
stant is only about one-half of values determined at comparable tem- 
perature for many other unicellular algae (see Mymrs 1951, and Eppy 
1956), the final cell concentrations are of the order of ten times those 
obtained with a number of green algae by Eppy (1956) and are about 
as high as those obtained with Chlorella pyrenoidosa by Myurs (1944) 
using a much more concentrated medium in every respect but nitrate 
concentration. In two of our experiments a lack of correlation was noticed 
between dry weight and cell number. This demonstrates the unreliability 
of dry weight estimations, especially single ones at arbitrary times after 
exponential growth has ceased, as criteria of growth, if growth is taken 
to imply the continuous repetition of the full life-cycle of the cells and 
not merely the indefinite enlargement of the cells without division. 

The nitrogen: phosphorus ratio of 25.6: 1 found for Monodus isin fairly 

close agreement with values found for other algae, such as the mean 
value of 20 (9, by weight): 1 cited by Harvey (1940) for several species 
of marine diatoms. The figures given in the present paper for the nitrogen 
and phosphorus requirements are not the minimal requirements per cell. 
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It is known that certain algae, e.g. Nitzschia closterium, will continue 
to divide after the phosphate in a medium is exhausted, giving cells 
which contain under 20°% of the “normal” phosphorus content, while 
Chlorella pyrenoidosa will grow in a non-nutrient medium to produce 
cells containing one-third of the normal phosphorus content and one- 
half of the normal nitrogen content (KeTcHuM 1939). Our figures, then, 
may not represent the nitrogen and phosphorus contents of cells growing 
under conditions of deficiency of these nutrients. 

As a result of this exploratory work, we are in a position to use Monodus 
as an experimental organism for the detailed investigation of the metab- 
olism of the Xanthophyceae. 


Summary 

1. A quantitative study has been made of the growth and mineral 
nutrition of the xanthophycean alga Monodus subterraneus Petersen 
under various physical conditions. Optimal conditions for growth have 
been defined. 

2. Growth was found to occur in Chu’s medium no.10 over a px range 
of 3.0—9.5, the optimum lying between 6.0 and 7.7. 

3. Ferric citrate was found to be a satisfactory source of iron over 
the full range of px tested. 

4. Growth was not improved by increasing the calcium nitrate con- 
centration in Chu no.10, but was improved by adding sodium nitrate. 
Growth in various mixtures of the two nitrates showed an optimal range 
at calcium nitrate concentrations of less than 1.7 millimolar, or mono- 
valent: divalent cation ratios greater than about 10:1. 

5. The potassium requirement of M. subterraneus was found to be low, 
and not to exceed 0.0012 wug.-atom K/cell. Growth was somewhat 
poorer in a concentrated medium in which all the sodium was replaced 
by potassium. 

6. The organism has a low tolerance to phosphate, no growth taking 
place in concentrations higher than 0.005 m. | 

7. On the basis of these results a concentrated medium was devised 
for Monodus. 

8. Growth was studied at various dilutions and concentrations of this 
medium. The solution at normal strength (a total salt concentration of 
2.072 g./l.) gave the most satisfactory growth, relative growth rates of 
about 0.254 log;,/day units and final cell concentrations of 6 x 10° per 
mm* being obtained. It was taken as a standard medium for further 
experimentation. 

9. Employing modifications of the standard medium, a phosphorus 
requirement of 0.00089 wug.-atom P/cell was found, and a nitrogen re- 
quirement of 0.0228 wug.-atom N/cell. 
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10. Ammonium chloride gave much poorer growth than sodium nitrate 
in the standard medium, even if the py was adjusted daily to neutrality. 


Potassium nitrate and urea both gave slightly lower growth rates than 
sodium nitrate. 


11. Little increase in the relative growth rate or final cell concentration 
could be effected by employing higher light intensity or aeration with 
5% carbon dioxide in air: the duration of exponential growth was merely 
prolonged. 
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Studien zum L-Cyelus der Bakterien 


(Nach Untersuchungen an Proteus vulgaris unter dem Einflu8 
von Penicillin *) 


Von 
HANS BENDER 


Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 15. April 1957) 


Einleitung 


Ausgehend von Untersuchungen KLIENEBERGERS (1935) an Strepto- 
bacillus moniliformis mehren sich in den letzten 15 Jahren Angaben tiber 
einen spontan oder durch chemische bzw. physikalische Agentien auf- 
tretenden Formwandel bei verschiedenen Bakterien, der nach KLIENE- 
BERGER allgemein als L-Cyclus bezeichnet wird. 


Literatur findet sich bei: Drmnes 1939a, 1939b, 1942, 1946, 1947a, 1947b, 
1949a, 1949b, 1953a, 1953b, Dimnzes u. Smrru 1944, Dienus u. WEINBERGER 1951, 
Drenes u. ZAMEONIK 1952, Drenes, WEINBERGER u. Maporr 1950, KaNDLER u. 
KaAnpberR 1954a, 1954b, 1955, KanpLER, ZEHENDER u. MULLER 1956a, 1956b, 
1956c, KiLIENEBERGER 1942, LIRBERMEISTER u. KELLENBERGER 1956, NELLES 
1955, Preror 1942, Srempen u. Hurcutnson 1951, TuLasne 1949a, 1949b, 1951, 
TULASNE u. BRINGMANN 1952. Zusammenfassungen: DIENES u. WEINBERGER 1951, 
KANDLER u. KANDLER 1954a, PULVERTAFT 1953, SCHELLENBERG 1954b, TULASNE 
1951. 

Einzelne Wuchsformen dieses Cyclus sind zur Geniige beschrieben. So ist die 
Bildung von Kugelformen — large bodies — und deren Riickwandlung in die 
Ausgangsform auf Normalsubstrat durch mikrophotographische Aufnahmeserien 
belegt (DrmnEs 1947b, Drmnus u. Smita 1944, von Prirrwitz uND GaFrrron 1953, 
SrEMPEN u. Hutrontnson 1951). Es ist bemerkenswert, da sich diese large bodies 
durch eine beachtliche Zunahme der Kernsubstanz — DNS — auszeichnen (RIPPEL- 
Baupegs u. Busor 1954, Rreret-BatpgEs, Busou u. RaDLER 1956). Die eigentlichen 
L-Formen (L-Hinheiten, L-Granula, globulére Formen nach KELLENBERGER u. 
LIEBERMEISTER 1956) werden von den meisten Autoren als kugelige Gebilde in der 
GréBenordnung von 0,17—1,5 w beschrieben (Dimnus 1953a, HoOpKEN u. Barr- 
MANN 1955, Ku1ennBeraEr-Nopen 1951a, Rusio-Huerros, Ktsrer u. Fuare 1955, 
TULASNE 1949a, TULASNE u. BRINGMANN 1952). Sie liegen an der unteren Grenze im 
filtrierbaren Bereich, jedoch sind positive Angaben nur bei stabilen L-Phasen gemacht 
worden (KELLENBERGER u. LIEBERMBISTER 1956, KLIENEBERGER-NoBEL 1951). 


* Auszug aus dem ersten Teil einer Dissertation ,,Studien zum Gestaltwandel der 
Bakterien. (Nach Untersuchungen an Proteus vulgaris und einem gram-negativen 
unbeweglichen Staébchen)“‘ der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der 
Universitat Tiibingen 1956. 
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Wie die large bodies bestehen diese L-Einheiten zu einem grofen Teil aus DNS- 
Substanz. Auf eine Ahnlichkeit mit den Organismen der PPLO-Gruppe wie auch 
mit grofen Viren wurde verschiedentlich hingewiesen (Drmnus 1953a, 1953b, 
Epwarp 1954, Kanpuer u. Kanpier 1954a, LieBERMEISTER 1953a, 1953b, 
Ruska u. Poppe 1947). 

Die Angaben iiber die Vermehrungsweise der L-Formen sind nicht einheitlich. 
Neben einer Zweiteilung (TuLASNE u. Brrnamann 1952, WEINBERGER, Maporr u. 
Drenzs 1950) wird eine uni- bis multipolare Knospung angenommen (BRINGMANN 
1954a, HoOpKen u. BarTmann 1955, KanDLER u. Kanpur 1954a, 1954b, Netuxs 
1955, WEINBERGER, Maporr u. Drenzs 1950). Ein Anschwellen der L-Granula zu 
large bodies, in deren Innern erneut L-Einheiten entstehen, oder das AusflieBen 
einer Kugelform und extracellulire Bildung der L-Organismen wurde beobachtet 
(LIEBERMEISTER 1953a, SrEMPEN u. HuTcurinson 1951, TuLasNne 1951). Es werden 
verschiedene Typen sowohl der Individuen (z. B. L,—L,) wie der Kolonien (3A-Typ 
bzw. 3B-Typ) unterschieden (Drmnzs u. WEINBERGER 1951, siehe auch KANDLER u. 
KANDLER 1956). Die nicht stabilen L-Phasen bilden auf Normalsubstrat die Aus- 
gangsbakterien zuriick (BRINGMANN 1954a, DreNES u. WEINBERGER 1951, MepInu 
u. Huroutson 1954, TuLasne 1949a). 


Morphologie, Wachstum und Vermehrungsweise der L-Organismen 
werden durch die vorliegenden Arbeiten nicht befriedigend geklart, 
sondern lediglich in ihrer Formenfille aufgezeigt. Dimnzs (1953a) kommt 
auf Grund der morphologischen Mannigfaltigkeit zu dem SchluB, daB die 
L-Formen keine Hinheit bilden. Sie werden vielmehr zusammengesetzt 
aus einer Anzahl von Varianten, die betrachtlich voneinander abweichen 
k6nnen. Wahrend in einigen Arbeiten angenommen wird, daB die large 
bodies regelmaBSige Entwicklungsstadien der L-Phase sind (LIEBER- 
MEISTER 1953a, TULASNE 1951), treten diese nach anderen Angaben nicht 
unbedingt auf (NELLES 1955), sie werden auch fiir degenerativ angesehen 
(FREUNDT 1950, 1952, siehe auch RADLER u. RipPpeL-BALDEs 1956). 

Zweck der vorliegenden Arbeit war es, durch eingehende Unter- 
suchungen einen Hinblick in die wahren Entwicklungs- und Wachstums- 
vorgange der L-Phase von Proteus vulgaris zu erhalten. 


Methodik 


Folgende Stamme von Proteus vulgaris wurden untersucht: J. isoliert aus Faces; 
2. isoliert aus Urin; 3. stabile L-Phase des Stammes ,,Dienes 521. 

Substrate: a) Normalsubstrat: 2%iger Fleischwasser-Pepton-Agar, px 7. 
b) Versuchssubstrat: 1,5%iger Fleischwasser-Pepton-Agar, pu 7, + 10% Pferde- 
serum + 1000 IE/ml Penicillin ,,Hoechst“‘, gelést in Phosphatpuffer px 6,8. 

Beimpft wurde bei den Staémmen 1 und 2 mit 0,5—1 ml der Suspension einer 
24 Std alten Normalkultur in Fleischwasser-Pepton-Bouillon, Dichte 10° Zellen/ml. 
Zur Weiterimpfung der L-Phase wurde ein kleines Stiick Agar mit einer L-Kolonie 
auf das neue Substrat iibertragen und ausgestrichen. Die Bebriitung erfolgte in 
allen Fallen bei 30° C. 

Beobachtet wurden die Versuchsplatten alle 12 Std. Dazu wurde in den ersten 
72 Std der Bebriitung mit einer Platinése ein Stiick Agar, das Mikrokolonien und 


1 Herrn Doz. Dr. 0. Kanpier danke ich herzlich fiir die Uberlassung dieses 


Stammes. 
ve * 
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spiter eine makroskopisch sichtbare L-Kolonie enthielt, abgenommen, auf einen 
Objekttriger gebracht und vorsichtig mit einem Deckglas bedeckt. (An den Ecken _ 
des Deckglases angebrachte ParaffinfiiBchen verhinderten ein Zerquetschen des 
Agarstiickes.) Alle Umwandlungen wurden durch Direktbeobachtung verfolgt und 
in mikrophotographischen Aufnahmeserien festgehalten. 

Die Agardeckglaspraparate wurden im Prinzip nach der von Knott (1944) 
angegebenen Methode mit geringen Abanderungen hergestellt: Unter sterilen | 
Bedingungen wurde ein kleines Stiick des erkalteten Versuchsagars (Durchmesser 
bis 6mm, Héhe 1—2 mm) auf einen sterilen Objekttrager gebracht und mit— 
wenigen Zellen der zu untersuchenden Bakterien beimpft. Bei der Untersuchung des | 
Wachstums der L-Phase wurde mit einer makroskopisch gerade noch sichtbaren — 
L-Kolonie beimpft. Auf das Agarstiick wurde vorsichtig ein steriles Deckglas gelegt 
und mit fliissigem Paraffin sorgfaltig verschlossen. Die Praparate wurden durch 
einen selbstgebauten Heiztisch konstant- bei 30° C bebriitet. 

Neben den iiblichen Farbemethoden wurden an Agarklatschpraparaten die 
Fruicen-Kernfarbung und die Saéure-Gremsa-Farbung durchgefiihrt, wobei im 
allgemeinen die von KLIENEBERGER u. SMILES (1942) angegebene Methode der 
Agarfixation als Vorbild diente. Bei den vorliegenden Untersuchungen wurde aller- 
dings gréBerer Wert gelegt auf eine Lebendbeobachtung, da selbst die vorsichtig 
durchgefiihrten Fixierungen in 2°, iger Chromsaure oder Osmiumdampfen (Kanp- 
LER u. KANDLER 1954a) zur Artefaktbildung neigten. 

Optische Ausriistung. Die mikroskopischen Untersuchungen wurden durch- 
gefiihrt am Ortholux-Forschungsmikroskop von Leitz mit dem Heineschen Kon- 
densor zur Erzeugung des Phasenkontrastes. Die Mikroaufnahmen machten wir mit 
der Exacta Varex in der Kombination fiir Mikrophotographie (Mikroskopaufsatz 
und Objektivlupeneinsatz) auf Agfa Agepe-Dokumentenfilm und KBl4 Adox. 


Ergebnisse 

UberblicksmaBig laBt sich der gesamte L-Cyclus in drei Abschnitte ein- 
teilen: 1. Umwandlung der Ausgangsbakterien in large bodies. 1a. Riick- 
wandlung derselben auf Normalsubstrat. — 2. Weiterentwicklung der 
groBen Kérper zu L-Formen und deren Subkultivierung — Eigentliche 
L-Phase. — 3. Riickwandlung der L-Organismen auf Normalmedien, so- 
fern es sich nicht um stabile L-Phasen handelt. 

1. Die Umwandlung der Stiimme J und 2 von Proteus vulgaris auf 
Penicillin-haltigem Substrat wurde beobachtet und in mikrophoto- 
graphischen Serienaufnahmen festgehalten. Sie steht im Einklang mit 
den Angaben der Literatur und braucht nicht eingehender erértert zu 
werden. Von 100 eingeimpften lebensfaihigen Zellen entwickeln sich 
60—65 zu Kugelformen, Dieser Prozentsatz bleibt auch mit zanehmendem 
Alter der Ausgangskultur (Normalkultur) gleich. Von den gebildeten 
large bodies sind nur 10—15°% lebensfihig; d. h. sie zeigen auf Normal- 
medien eine Riickwandlung in die Ausgangsform oder entwickeln sich auf 
der Penicillin-Platte weiter zu L-Einheiten!. 

2. Stamm / und 2 bilden auf dem Versuchssubstrat nach 3—5 Tagen 
kleinste L-Kolonien von 0,2—1 mm Durchmesser. Bei schwacher 


1 Ausfithrliche Angaben iiber diese Untersuchungen finden sich in der Disser- 
tation Tubingen 1956, S. 19—28. 
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VergréBerung zeigen die Oberflichenkolonien einen zwei-zonigen Aufbau 
(siehe auch STEMPEN u. Hutcuinson 1951). Um ein dichteres Zentrum 
legt sich eine durchsichtige Randzone. Im Gegensatz dazu zeigt Stamm 3 
(Proteus vulgaris ,,Dienes 52‘) amorphe braunliche Kolonien (KANDLERU. 
KANDLER 1954a). Die Tiefenkolonien sind bei allen drei Stammen 
amorph bis flockig. 

Die mikroskopische Beobachtung zeigt extrem pleomorphe large bodies, 
die in eine cytoplasmatische, wohl durch Lyse von Kugelformen ent- 
standene Grundmasse eingelagert sind. Die groSen Kérper brechen das 
Licht verschieden stark. Sie erscheinen im Phasenkontrast  teilweise 
dunkel, teilweise bla und blasenférmig, wohl Zellen, die in Auflésung 
begriffen sind. (Nach SCHELLENBERG, 1954b, ,,verdi’mmernde Formen“.) 
Die hyalinen Blasen lassen in manchen Fallen kérnige Inhaltsstoffe 
erkennen. Neben solchen Granula lieB nichts auf eine granulare L-Phase 
schlieBen. 

Zunachst wurde besonderer Wert gelegt auf die Beobachtung der 
Granula in den hyalinen large bodies. Sofern es sich nicht um lebens- 
fahige plasmatische Reste (siehe S. 24) eines geplatzten large body 
handelte, zeigten typische Kérnchen in keinem Fall eine Weiterentwick- 
lung. Ebenso verliefen Filtrationsversuche an den L-Phasen der drei 
untersuchten Stamme durch Membranfilter verschiedener Porenweite 
(300—600 my) negativ. Daraufhin kamen Formen zur Beobachtung, die 
in der Literatur als large bodies bezeichnet werden: die in allen Wachs- 
tumsphasen einer Penicillin-Kultur vorliegenden mehr oder weniger 
kugeligen Gebilde. Es darf bei der weiteren Beschreibung fiir jede ver- 
mehrungsfahige Zelle innerhalb der L-Phase der Begriff ,,L-Form“ oder 
,,L-Einheit‘‘ verwendet werden. (Siehe auch LIEBERMEISTER 1953a.) 


Entwicklung des Stammes 3 (Proteus vulgaris ,,Dienes 52%) 

Substrat und Versuchsbedingungen: 1,5%iger Fleischwasser-Pepton- 
Agar, 10% Pferdeserum, 1000 IE/ml Penicillin. Beimpft mit einer 4 Tage alten 
L-Kolonie. Bebriitung bei 30° C. 

Im Agardeckglaspraparat liegen zu Beginn der Beobachtung 
neben Zelldetritus und hyalinen Kugeln im Phasenkontrast dunkel 
erscheinende L-Formen aller GréBen vor. Von diesen lysiert wahrend der 
Lag-Phase ein grofer Teil. Die lebensfahigen Formen zeigen nach unseren 
Beobachtungen eine Weiterentwicklung in drei Modifikationen : 

a) Bildung von ,,Vermehrungszentren“. In den améboid-unregel- 
maBigen bis kugeligen L-Formen bilden sich nach einer Inkubationszeit 
dunklere Zentren, die von Kanner u. Kanpier (1954a) als Ver- 
mehrungszentren bezeichnet werden. Diese Zentren vergréBern und 
teilen sich. Neben einer Zweiteilung (qual oder inaqual) kénnen durch 
AusflieBen der Vermehrungszentren und weitere Teilung Bilder einer 
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Abb. 1. L-Phase von Proteus vulgaris Stamm 8. Wachstum dureh fliichiges AusflieBen (Pfeil) des 
Plasmas. @ 11.00 Uhr; 6b 12.00; e 13.00; d 13.45; e 15.00; § 17.00; g 18.00 
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Be: ‘ Abb. 1 (Fortsetzung). h 20.00; 7 23.00; & 8,00; 1 12.00 
-uni-multipolaren Knospung entstehen, wie sie von den zitierten Autoren 
auch beschrieben wurden. (GréBe der Zentren zwischen 0,5 und 2 w.) 

_ b) Bildung pseudopodienartiger, fadiger Auswiichse. Nach | der 
Inkubationszeit verlingern sich die ganzen L-Einheiten. An den Enden 
der so verlangerten Individuen bilden sich feinste pseudopodienartige, 
fadige Auswiichse. Diese Bildungen sind wegen ihrer Feinheit oft nicht 
_photographisch wiederzugeben. Die Pseudopodien segmentieren sich und 
_kugeln sich ab in neue, kleine L-Einheiten, von denen eine weitere Ent- 
-wicklung ausgehen kann. 

_¢) Weiterentwicklung durch flichiges AusflieBen des Plasmas LADD). 
‘Die Beobachtung und Deutung des Wachstums einer L-Kolonie ist 
-dadurch erschwert, da das Wachstum nicht flaichig sondern in die Tiefe 
des Agars erfolgt (HOpKEN u. BarrmMann: 1955). Nach zahlreichen 
-vergeblichen Versuchen gelang es doch, eine Entwicklung in einer Ebene 
zu beobachten. Die hier zu beschreibenden Vorginge tragen wesentlich 
zum Verstindnis der Morphologie einer L-Kolonie bei. Beobachtet 
wurden 3 L-Einheiten (I, II und III), durchschnittliche Grobe 24. | 
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I. Diese Zelle liegt vor als dunkel erscheinender kugeliger L- 
Organismus. Nach der Lag-Phase von einer Stunde bilden sich drei 
knospen-pseudopodienartige Auswiichse (Abb. 1, a und b). Diese Bildun- 
gen zerflieBen in den Agar (Abb. 1, c und d). Beinahe spontan entstehen 
von dem ausgeflossenen Protoplasma zunachst drei, von der urspriing- 
lichen L-Einheit zwei Vermehrungszentren (Abb. 1, e). Das geschieht so, 
daB sich das Plasma an einigen Stellen verdichtet, diese Verdichtung ist 
direkt unter dem Mikroskop zu beobachten. (Allerdings sind in diesem 
Fall die Konturen so zart, daB sie nicht in allen Einzelheiten von der 
photographischen Platte erfaBt werden.) Durch fortgesetzte Verdichtung 
und plasmatische Substanzzunahme erhéht sich die Zahl der Ver- 
mehrungszentren auf 18. Diese zeigen weiteres Wachstum und fiihren zur 
Bildung von zunachst noch unregelmafigen L-Einheiten (Abb. 1, f—i). 
Bei Fortdauer der Bebriitung nehmen die L-Formen unter Volumen- 
zunahme immer mehr Kugelgestalt an. Ein Teil von ihnen lysiert, die 
tibrig bleibenden zeigen im Deckglaspraparat keine Veranderung mehr 
(Abb. 1, k und 1). Von diesen nicht zugrunde gegangenen L-Einheiten 
mu auf neuem Substrat die Weiterentwicklung ausgehen. 

II. Nach einer Inkubationszeit von 2 Std Bildung von 2, dann 
4 knospenartigen Gebilden (Abb. 1, a—c). Die L-Form verdémmert bei 
weiterer Bebriitung (Abb. 1, d—e) und lysiert schlieBlich (Abb. 1, f). 
Von den abgeschntirten knospenartigen Vermehrungszentren bleibt eines 
entwicklungsfahig. Die Entwicklung liegt nicht in der photographischen 
Beobachtungsebene und bleibt deshalb unklar. 

III. Liegt vor als form-unregelmaBiges Gebilde. Teilung nach einer 
Beobachtungszeit von 3 Std in zwei ungleich groBe Teile (Abb. 1, e). 
Bildung feinster fadiger Auswiichse (Abb. 1, f). Der Zellkérper verdichtet 
sich zunachst zu Vermehrungszentren (Abb. 1, g¢); nach weiterer Be- 
briitung runden sich die L-Kinheiten ab (Abb. 1, g—i), vereinigen sich 
wieder und vacuolisieren unter GroBenzunahme. Der groBe Kérper wie 
auch die fadigen Auswiichse zeigen keine weitere Entwicklung (Abb. 1, 


k—). 


Entwicklung der L-Phase von Proteus vulgaris Stamm / und 2 
(Abb. 2) 

Da sich diese Stiémme gleich verhielten, darf die Beschreibung auf den ersten 
Stamm beschrinkt werden. 

Substrat und Versuchsbedingungen: 1,5% iger Fleischwasser-Pepton- 
Agar, 10°, Pferdeserum, 1000 TE Penicillin/ml. Beimpft mit einer 4 Tage alten 
L-Kolonie, bebriitet bei 30° C. 

Ks sind im Beobachtungsausschnitt 4 L-Formen (I—IV) in der GréBe 
von 1,5—3,5 uw getroffen. Zwei von ihnen liegen in den Resten einer 
lysierten L-Kinheit neben kleineren Zentren und Granula. Es kann 
immer wieder festgestellt werden, dafi bei der Lyse einer L-Form ein bis 


_* 


é 
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mehrere Zentren iibrig bleiben, die sich unter giinstigen Bedingungen 
weiter entwickeln (siehe auch ScHELLENBERG 1954a). Nach einer 
‘ Inkubationszeit von 2 Std beginnen die L-Hinheiten als kompakte 
- Plasmamassen zu wachsen. Dabei ist zu bemerken, dafi die pseudo- 


_ podienartigen Auswiichse im Vergleich zu Stamm 3 nur grob ausgebildet 
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¢ d 
Abb. 2. L-Phase von Proteus vulgaris Stamm 7. a 10.00 Uhr; 6 11.30; ¢ 13.00; d 14.00 


_ werden, ebenso scheinen Vermehrungszentren in typischer Form zu 
-fehlen (Abb. 2, b—c). Die Plasmamassen teilen sich unregelmabig und 
-yverschmelzen teilweise wieder (Abb. 2, c—g). Uberhaupt zeigen diese 
Gebilde dauernd reversible améboide Formverinderungen: Die Aus- 
_wiichse kénnen spontan eingezogen werden, so daf nahezu glatte, 
_kugelige Organismen entstehen (Abb. 2, b—d, L-Einheit IT). Nach 
_weiterer Inkubation bilden sich erneut amdboide Formen aus, die sich 
nach GréBenzunahme teilen (Abb. 2, d—J, Nr. III). Ebenso treten 


hay 
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reversible Vacuolisierungen auf (Abb. 2,c—e, Nr. III). Nach einer 
bestimmten Bebriitungsdauer werden die Abkugelungsvorgange irre- 
versibel. Die entstandenen kugeligen Gebilde lysieren zum Teil spontan 
(Abb. 2, g—i, Nr. I) oder verdimmern langsam (Abb. 2, f—l, Nr. II). 


Abb. 2 (Fortsetzung), e 15.00; f 16.00; g 17.00; h 18.00 


Vor dem Verblassen einer L-Kinheit kann eine kleinere Plasmaportion 
abgeschnirt werden, die als dunkel erscheinender L-Organismus erhalten 
bleibt (Abb. 2,i—l, Nr. IV). Auch die kleineren dunkel erscheinenden 
Zentren (Abb. 2, a—i, in den Resten der lysierten L-Form bei Nr. I und 
II) vergréBern sich wahrend der Beobachtungszeit. Es handelt sich 
hierbei um kleine lebensfahige Plasmareste, die bei der Lyse einer 
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groBeren L-Form iibrig blieben. Durch solche Modifikationen des 
Teilungsvorganges (GréBe der Individuen) mégen die von Drenes u. 
WEINBERGER (1951) beschriebenen 3A-Typ-Kolonien (groBe Formen) 
bzw. 3B-Typ-Kolonien (kleine For- 
men) entstehen. Der hier untersuchte 
Stamm neigt mehr zur Bildung der 
groBen L-Kinheiten. Deshalb zeigt die 
Beobachtung der Versuchsplatten im 
Durchschnitt gr6éBere Formen als die 
des Stammes 3. 

Prozentsatz der vermehrungs- 
fahigen L-Einheiten. Die Beob- 
achtung eines relativ raschen Wachs- 
tums der einzelnen L-Formen macht 
die langsame Entwicklung einer L- 
Kolonie schwer verstandlich, wenn 
man nicht einen hohen Prozentsatz 
zugrunde gehender Zellen annimmt. 
Die Lyse einer groBen Zahl auf 
frisches Medium geimpfter wie der im 
Laufe des Wachstums entstandener 


Abb. 2. (Fortsetzung). 7 19.00; & 20.00; 2 22.00 


L-Organismen zeigt bereits die Hinfalligkeit dieser Gebilde. Zur Bestim- 
mung des Prozentsatzes der lebensfihigen L-Formen wurden 30 Agar- 
deckglaspraparate mit L-Phasen beimpft und der Prozentsatz der sich 
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entwickelnden Zellen durch Auszahlung von je 5 Sehfeldern bestimmt. 
Es zeigt sich, da die Zahl der vermehrungsfahigen Individuen auBer- 
ordentlich schwankt, sie liegt zwischen 5 und 20%. Wenn man 
bei dieser grofen Schwankungsbreite von einem Durchschnitt sprechen 
darf, so heiBt das, da durchschnittlich 10—15% der Zellen einer 
Kolonie lebensfahig sind. 

3. Die Riickwandlung der L-Formen wurde in der Literatur 
verschiedentlich beschrieben (TULASNE 1951, BRINGMANN 1954). MEDILL 
u. HutrcHinson (1954) berichten von der Riickwandlung einer 2 « groBen 
L-Einheit iiber eine Fadenform, die sich in die Ausgangsbakterien 
segmentierte. Die Autoren trennen diese Riickwandlung streng von der- 
jenigen der large bodies. Bei eigenen Studien der Riickwandlung der 
nicht stabilen L-Phase von Proteus vulgaris, Stamm J und 2, auf Normal- 
medium kamen morphologisch entsprechende L-Organismen, wie sie bei 
der Weiterentwicklung der L-Phase beobachtet wurden, zur Unter- 
suchung. Es ist deshalb nicht verwunderlich, wenn wir Riickwandlungs- 
formen erhielten, wie sie auch bei der Riickwandlung der groBen K6rper 
beschrieben wurden: Nach anfanglich formlosem Wachstum Bildung von 
Auswiichsen und Fadenformen. In pleomorphem Stadium friihzeitig ein- 
setzende Beweglichkeit (siehe auch von PRITTWITZ UND GAFFRON 1953), 
schlieBlich Segmentieren der Faden in die normalen Bakterien. 


Diskussion 


Die in der Literatur beschriebenen Vermehrungsformen des L-Cyclus 
der Bakterien konnten von uns bei drei Stéimmen von Proteus vulgaris 
unter dem EinfluB von Penicillin beobachtet werden. Neben Ver- 
mehrungszentren, pseudopodienartigen feinsten oder gréberen Aus- 
wiichsen, flachigem AusflieBen des Plasmas und extracellulaérer Bildung 
von L-Einheiten treten grob-améboide Formen auf, die sich aiqual oder 
indqual teilen. Es handelt sich bei diesen Vermehrungsweisen um Modi- 
fikationen, die wohl von den Eigenarten eines Stammes abhangig sein 
mogen. In allen Fiillen aber sistiert nach einer bestimmten Zeit 
Wachstum und Vermehrung: Die gebildeten L-Einheiten kugeln sich 
unter Volumenzunahme ab. Von ihnen gehen 85—90°% im Durchschnitt 
zugrunde. Es war wiinschenswert, ein Schema zu finden, das die 
Vorgiinge des L-Cyclus von einem Grundtyp her verstehen 1aBt. 
Grundlegend fiir das hier zur Diskussion gestellte Schema war die 
eigene Auffassung, dali bei dem pleomorphen Charakter der L-Formen 
eine Beschreibung und Aufziihlung morphologischer Sonderheiten 
derselben nichts zum Verstéindnis beitragt. Es miissen vielmehr die Ent- 
wicklungsvorgange der Einzelformen und die Summe der Entwicklungs- 
formen eines Stammes oder einer Art zugrunde gelegt werden. Die 
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eigenen Beobachtungstatsachen lassen zwei Entwicklungsabschnitte 
vermuten: 

1. Die progressive Wachstumsphase (Abb. 3, P). Diese Phase ist 
gekennzeichnet durch Wachstum und Vermehrung der L-Einheiten. Die 
Beobachtung der Entwicklungsvorgiinge macht es unumganglich, eine 
weitgehende Schaidigung des Zellwandkomplexes anzunehmen (siehe 
auch STEMPEN u. Hurcurnson 1951 und KiienEBERGER-NOBEL 1951 b). 
Nach H6pken u. Bartmann (1955) wird bei der Bildung der large 
bodies das Wachstum der Zellwand gehemmt, wahrend das plasmatische 
Wachstum weitergeht. Dadurch tritt das Plasma aus der Zelle. Das Vor- 
liegen zellwandloser protoplasmatischer Gebilde erklart die Formen- 
mannigfaltigkeit der L-Einheiten und macht verstindlich, daB eine 
morphologische Differenzierung zu keiner befriedigenden Deutung fithren 
kann. Im wesentlichen werden es zwei Faktoren sein, die fiir das Ent- 
stehen der mannigfaltigen Formen — kugelige, amédboide Gebilde, 
kleinste Stabchen oder Kérnchen (Vermehrungszentren), fadige Bil- 
dungen oder actinomyceten-artige Wuchsformen — verantwortlich sind: 

a) Innere Faktoren: Im aktiven Plasma treten Spannungsunterschiede 
(evtl. elektrostatischer Art) auf. Ohne formende Zellwande werden diese 
Spannungen mitbestimmend sein fiir die Form der plasmatischen Masse. 
Nimmt man fiir verschiedene Stémme auf Grund stammspezifischen 
Plasmas unterschiedliche Spannungen an, so werden Differenzen in der 
Formensumme erklarbar. Auch evtl. vorkommende filtrierbare L-Phasen 
fiigen sich in dieses Schema ein: Es konnten feinste Vermehrungszentren 
(granulare L-Phase) gebildet werden, die sonst bakteriendichte Filter 
passieren und bei guter Adaptation an das Medium Wachstum zeigen. 

b) AuBere Faktoren: Ebenso werden auBere Faktoren mechanischer 
bzw. elektrostatischer Art mitbestimmend sein fiir die Form der zell- 
wandlosen und deshalb besonders anfalligen L-Einheiten. 

2. Die stationare Phase (Abb. 3,8). Die L-Formen liegen nicht 
immer in solch extrem pleomorphen Wuchsformen vor. Sie kugeln sich 
nach einiger Zeit ab. Diese Umbildung kann reversibel sein (Abb. 2), d. h. 
es kénnen auf gleichem Substrat progressive und stationére Phase ab- 
wechseln. Nach einer bestimmten Zeit wird allerdings die Abkugelung 
irreversibel. Von den wahrscheinlich durch Plasmaentspannung ent- 
stehenden Kugelformen lysiert ein hoher Prozentsatz, die restlichen 

bleiben lebensfiihig. Bei den kugeligen L-Einheiten handelt es sich 
nach der eigenen Auffassung um Ruhestadien. [Die von KANDLER u. 
KANDLER (1954) als Ruhestadien bezeichneten Gebilde entsprechen den 
B-Formen morphologisch unveranderter Zellen nach Putvertart (1952), 
siche auch von Prirrwitz UND GAFFRON (1953)]. Dieses Schema wird. 
auch den Angaben gerecht, die die Kugel als typische Form der L- 
Organismen bezeichnen (DrENES 1953, Rusio-HveRTos, Kuster u. 
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Frara 1955, TULASNE u. BRINGMANN 1952). Es ist unter der Annahme 
formlabiler, zellwandloser L-Einheiten durchaus méglich, daf diese bei 
der Préparation fiir die Beobachtung im Elektronenmikroskop wahrend 
der progressiven Wachstumsphase in Kugelformen tibergehen. Hs 
sprechen schlieBlich eigene Beobachtungen dafiir, daB bei den Ruhe- 
stadien eine membranahnliche Grenzschicht ausgebildet wird (RuBIo- 
Hvurrvros, Kister u. Fuare 1955, StEMPEN 1955). 


Abb. 8. Die L-Phase von Proteus vulgaris, 2 Méglichkeiten der Formmodifikation. P progressive 
Wachstumsphase (II und IIL); S stationiire Phase (IV—VI, I) 


Von Bedeutung fiir die Entwicklungsvorginge der L-Phase ist, daB 
diese nicht synchron verlaufen. Vielmehr kommen in relativ weit- 
gespannten zeitlichen Grenzen progressive Wachstumsphase und statio- 
nare Phase in einer Kultur nebeneinander vor. 

Fragen der Nomenklatur. Nach den Ergebnissen der vorliegenden 
Arbeit bediirfen die bisherigen’ Bezeichnungen der innerhalb des L- 
Cyclus auftretenden Formen einer Nachpriifung. Der Vorschlag von 
HOPKEN u. BartTMANN (1955), die L-Einheiten im Gegensatz zu den 
large bodies ,,kleine K6rper‘‘ zu nennen, scheint nicht ganz gliicklich, 
ebenso die von LIEBERMEISTER u. KELLENBERGER (1956) angewendete 
Bezeichnung ,,globulire Formen‘. Es diirfen folgende Benennungen zur 
Diskussion vorgeschlagen werden: 


1. Alle lebensfaihigen Gebilde des L-Cyclus werden ohne Riicksicht 
auf GréBe und Form  ,,L-Kinheiten‘ oder ,,L-Formen‘’ genannt 


(LIEBERMEISTER 1953a). Evtl. vorkommende kleinste L-Einheiten 
k6nnen als L-Granula bezeichnet werden. 
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2. Nicht mehr entwicklungsfahige Formen, nach eigenen Beobachtun- 
gen stets kugelige, glatte Gebilde, kénnen vorderhand noch als large 
bodies bezeichnet werden. (Siehe auch FreunpT 1950, 1952.) 


Zu 1: Wie bereits betont, wurde nach eigenen Beobachtungen kein 
morphologischer Unterschied zwischen den auf Penicillin-Agar gebildeten 
large bodies (Bezeichnung im Sinn der Literatur) und den eigentlichen 
L-Einheiten gefunden. Deshalb wurden die nicht zugrunde gegangenen 
large bodies“ als L-Formen bezeichnet. Eine solche Benennung ent- 
spricht der eigenen Auffassung, daB die unterschiedliche Entstehungs- 
weise allein nicht zu verschiedener Bezeichnung berechtigt. Neben der 
morphologischen Identitat sprechen auch der gleiche Prozentsatz der 
Lebens- und Riickwandlungsfihigkeit, sowie analoge Riickwandlungs- 
formen auf penicillinfreiem Substrat fiir die hier vorgeschlagene Be- 
zeichnung. 

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit und der vorgeschlagenen Nomen- 
klatur setzt sich eine L-Kolonie zusammen aus 10—15% lebensfahiger 
L-Einheiten und 85—90°% large bodies in allen Phasen der Lyse, die in 
Zelldetritus eingebettet sind. Die L-Formen kénnen sowohl in der 
progressiven Wachstumsphase als auch in der stationéren Phase vor- 
liegen. Der geringe Prozentsatz lebensfaihiger Einheiten und die Hin- 
falligkeit der L-Formen sprechen fiir einen ziemlich weitgehenden Grad 
der Degeneration (FREUNDT 1950, 1952, Hut~tmann 1941a, 1941b, 
OxERSKOV 1942, RADLER u. RIPPEL-BALDES 1956). Es scheint uns verfriht, 
irgendwelche Theorien tiber die funktionelle Bedeutung oder die Zuge- 
horigkeit der L-Organismen aufzustellen (EDWARD 1953, 1954, FREUNDT 
1950, Ozrrskov 1942, Ruska u. Poppr 1947, KLIENEBERGER-NOBEL ver- 
schiedene Arbeiten, siehe aber auch KLIENEBERGER-NOBEL 1953). 


Zusammenfassung 


Die L-Phase dreier Stamme von Proteus vulgaris unter der Wirkung 
von Penicillin wurde untersucht und ihre Entwicklungsvorgénge durch 
mikrophotographische Aufnahmeserien belegt. Neben der Bildung 
knospenartiger Vermehrungszentren und pseudopodienartiger Auswiichse 
konnte das flichige AusflieBen des Plasmas und die extracellulére Bildung 
von L-Einheiten beobachtet werden. Bei zwei anderen Stammen iiber- 
wog die Vermehrung in kompakten, plasmatischen Massen durch Ab- 
- schniirung gréBerer Teile und plumper Auswiichse. 

Der Prozentsatz der lebensfihigen Einheiten liegt bei 10—15%. Bei der 
Ubertragung der L-Einheiten auf penicillin-freies Substrat zeigten eben- 
falls nur 10—15% eine Riickwandlung in die normale Proteusform. Der 
Prozentsatz ist gleich dem der Reproduktionsquote der large bodies. 
Auf Grund der gleichen Morphologie von L-Einheit und large bodies 
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muBte der SchluB gezogen werden, daf zwischen den in der Literatur 
verschieden bezeichneten Bildungen kein Unterschied besteht. 

Nach den Ergebnissen der eigenen Beobachtungen wurde eine Unter- — 
teilung der L-Phase in zwei Abschnitte vorgeschlagen: In der pro- 
gressiven Wachstumsphase erfolgt Wachstum und Vermehrung der 
L-Formen. Die Mannigfaltigkeit der Organismen Ja8t sich aus der Tat- 
sache verstehen, daB keine Zellwand ausgebildet ist, d.h. daf das 
Penicillin unter anderem eine Schidigung des Zellwandkomplexes 
bewirkt. Eine stationare Phase kann voriibergehend eintreten, sie tritt 
in allen Fallen nach einer bestimmten Zeit ein. Die L-Einheiten kugeln 
sich ab, ein hoher Prozentsatz von ihnen (85—90°%) geht zugrunde. Zur 
Nomenklatur wird vorgeschlagen: Alle lebensfaihigen Formen der L-Phase 
werden ohne Riichsicht auf GréBe und Gestalt ,,L-Formen‘ oder ,,L-Ein- 
heiten“* bzw. ,,L-Granula‘‘ genannt. Die nicht mehr vermehrungsfahigen 
Gebilde sollten large bodies genannt werden. 

Durchgefiihrte Filtrationsversuche verliefen negativ. 
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Studien zum Gestaltwandel der Bakterien 


(Bildung sareinaihnlicher Formen bei einem gramnegativen, 
unbeweglichen Stibchen *) 


Von 
H. BENDER 


Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 15. April 1957) 


Vor allem in der alteren Literatur finden sich Angaben tiber die Um- 
wandlung von stébchenformigen Bakterien in Kokken. 


Eine solche Umbildung wurde durch Nahrstoffarmut (BRAUN u. GERSBACH 1921, 
BRAUN u. ScHAFER 1919, BREDEMANN 1909, GRoHMANN 1924, Lutz 1922, Stamm 
1914), durch Desinfektionsmittel (BRAUN u. GERSBACH 1921, BRauNu. SCHAFER 1919), 
andere ungiinstige Kulturbedingungen (BuckstrEG 1934/35, GAaRBowskI 1907, 
1908, Wrivnoerapsky 1902, siehe dazu ders. 1926) oder durch Salze (HEINZEL 
1950/51, Lurz 1922, PrerscHMANN u. Rippet 1932, Stapp u. Zycua 1931, Voss 
1952) induziert. Arbeiten, die von der Umwandlung in ,,dauermodifizierte“‘ Kokken 
berichten, blieben nicht ohne Kritik (BREDEMANN 1909 siehe RUSCHMANN u. BAVEN- 
DAMM 1925, Htrrie 1932 siehe KLIENEBERGER 1939, CUNNINGHAM u. JENKINS 1927). 
In gleicher Weise wurden Angaben iiber das Auftreten von Kokkenformen inner- 
halb eines bakteriellen ,,Lebenscyclus* (LOHNIs, ENDERLEIN, CUNNINGHAM) oder 
unter der Wirkung von Bakterienparasiten (KUHN) immer wieder angezweifelt. 


Die Problematik derartiger Veranderungen bei Bakterien erschien uns 
reizvoll genug, um zufallig gemachte Beobachtungen durch eingehende 
Untersuchungen zu untermauern. 


Methodik 


Untersucht wurde ein Bakterium (im folgenden als Stamm K bezeichnet), das als 
Verunreinigung auf einer Platte erhalten, isoliert und rein geziichtet wurde. (Nach 
der Bestimmung an Hand von BrerGrys Manual of Determinative Bacteriology 
handelt es sich um einen Vertreter der Achromobacteriaceae.) Vorliegen in unbeweg- 
lichen Einzel- oder Diplostiibchen, Linge durchschnittlich 1—4 , Breite 0,5—0,7 ju. 

Substrat. a) Normalsubstrat: 2°, iger Fleischwasser-Pepton-Agar, py 7. — 
b) Versuchssubstrat: 1,5°, iger Fleischwasser-Pepton-Agar, py 7, -+- Magnesium- 
sulfat in Konzentrationen von 1—20°%!. 


* Auszug aus dem zweiten Teil einer Dissertation ,,Studien zum Gestaltwandel 
der Bakterien (nach Untersuchungen an Proteus vulgaris und einem gramnega- 
tiven, unbeweglichen Stiibchen)‘‘, der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen 
Fakultaét Tiibingen 1956. 

1 Verwendet wurde kristallines Magnesiumsulfat (MgSO,-7H,O) reinst von 
Merck. 
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Beimpft wurde entweder mit 0,5 ml der Suspension einer 24 Std alten Kultur 
von Stamm K in Fleischwasser-Pepton-Bouillon (Dichte 10° Zellen/ml), oder eine 
24 Std alte Kultur wurde mit der Ose auf der getrockneten Platte ausgestrichen. 

Bebriitet wurde bei 30° C. 

Beobachtet wurden alle 6 Std die von den Versuchsplatten hergestellten 
Praparate. Dazu wurde mit der Platinése ein kleines Stiick Agar mit der beimpften 
Seite nach oben auf einen sauberen Objekttrager gelegt und vorsichtig mit einem 
(mit ParaffinfiiBchen versehenen) Deckglas bedeckt. Diese Methode gestattete die 
Untersuchung der Veranderungen in situ. 

Alle Umwandlungen wurden durch Direktbeobachtung verfolgt und in mi- 
krophotographischen Aufnahmeserien festgehalten. Die Agardeckglaspraparate 
wurden zur Beliiftung hergerichtet, da es sich zeigte, daB die hier zu beschreibenden 
Umwandlungen aerob verlaufen: Zwei zu einem flachen Winkel gebogene, sterile 
Injektionsnadeln werden mit Siegellack auf dem sterilen Objekttrager befestigt, 
Abstand der beiden Nadeln 12—i4 mm. Unter sterilen Bedingungen wird ein 
kleines Stiick des erkalteten Agars (Durchmesser bis 6mm, Hohe 1—2 mm) 
zwischen die beiden Injektionsnadeln auf den Objekttraiger gebracht und mit 
wenigen Zellen der zu untersuchenden Bakterien beimpft. Das so hergerichtete 
Praparat mit einem Deckglas bedecken, leicht andriicken, so daB es auf den Nadeln 
aufliegt und mit reinem, fliissigem Paraffin sorgfaltig verschlieBen. Eine der beiden 
Injektionsnade!n wird mit einem diinnen Gummischlauch an eine Druckluftquelle 
angeschlossen (Luft durch Wattefilter sterilisieren). Die Beliiftung ist ausreichend, 
wenn in einem KontrollgefaiB alle 4—6 sec eine Blase aufsteigt. Zur Verhinderung 
eines zu raschen Austrocknens ist es zweckmabig, die feuchtigkeitsgesittigte Druck- 
luft etwas zu erwarmen. Die Agardeckglaspraparate wurden mit einem selbst- 
gebauten Heiztisch bei 30° C bebriitet. 

Farbungen wurden mit Methylenblau und Carbol-Fuchsin durchgefiihrt. 
AuBerdem kam die Gram-Farbung zur Anwendung. 

Optische Ausriistung. Die mikroskopischen Untersuchungen wurden durch- 
gefithrt am Ortholux-Forschungsmikroskop von Leitz mit dem Heineschen Kon- 
densor zur Erzeugung des Phasenkontrastes. Die Mikroaufnahmen machten wir mit 
der Exacta Varex in der Kombination fiir Mikrophotographie (Mikroskopaufsatz 
und Objektivlupeneinsatz) auf Agfa Agepe-Dokumentenfilm und KB 14 Adox. 


Ergebnisse 


1. Umwandlung des Stammes K in sarcinadhnliche Formen 
(Abb. 1) 

Substrat und Versuchsbedingungen. 1,5%iger Fleischwasser-Pepton- 
Agar, 14°, Magnesiumsulfat, beimpft mit einer 24 Std alten Normalkultur von 
Stamm K. Bebriitung bei 30° C. 

Im beliifteten Agardeckglaspriparat liegen die eingeimpften 
Zellen als typische Staébchen vor (Abb. 1 a). Nach einer Inkubationszeit 
von 2 Std erfolgt Dickenzunahme (von 0,5—0,6 wu auf 1—1,2 u), das 
sonst typische Langenwachstum unterbleibt (Abb. 1b). Durch zahlreiche 
Querteilungen entstehen kokkoide Formen, deren Langsachsen im Ver- 
gleich zu den Ausgangsbakterien um 90° gedreht sind (Abb.1d). Die 
Einzelzellen vergré8ern und teilen sich. Die Teilungsachsen liegen nicht 
parallel zu den vorhergehenden, sondern stehen senkrecht zu diesen 
(Abb. 1d—f). Sie stehen auSerdem senkrecht zu den durch die Bildung 
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der Kokkenzellen praiformierten Lingsachsen. Eine weitere Entwicklung 


erfolgt im Deckglaspraparat nicht. 
Die Beobachtung der Versuchsplatten nach 6 bzw. 12 Std zeigt eine 
analoge Entwicklung: Nach 12 Std Bebriitung liegen zum groBen Teil 


Abb. 1. Ausbildung _Sarcinaidhnlicher Formen bei Stamm K unter dem HinfluB von 14% igem 
Magnesiumsulfat. (Die durch einen Pfeil gekennzeichnete Stelle zeigt die Entwicklung besonders gut.) 
@ 10.00 Uhr; 6 12.00; ¢ 13.15; d@ 14.30; e 17.00; 7 19.00 
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Kokkentetraden vor. Die 
GroBe der Kokken liegt 
bei 1,2 4. Das Wachs- 
tum erfolgt langsamer als 
das der stabchenformigen 
Bakterien auf Normal- 
substrat. Die Abhingig- 
keit der Ausbildung sar- 
cinadhnlicher Wuchsfor- 
men bei dem Versuchs- 
bakterium von der Kon- 
zentration des Ma- 
gnesiumsulfats wird aus 
Abb. 2 ersichtlich: Bis zu 
einer Konzentration von 
4°, keine wesentliche Ver- 
anderung, Kiirzerwerden 
der Zellen von 4—8%, 
eine Drehung der Tei- 
lungsachse tritt aber nur 
bei 6% der eingeimpften 
Zellen auf. Bei weiterer 
Konzentrationszunahme 
steigt die Zahl der Kok- 
kentetraden stark an. 
Die maximale Induktion 
einer zweiten Teilungs- 
achse wird bei einer Kon- 
zentration von 14% Ma- 
gnesiumsulfat erreicht mit 
96% einer Umwandlung. 
Die restlichen 4°% liegen 
als unveranderte Stab- 
chen und atypische Ku- 
gelformen vor. 

Die pxH-Kurve_ der 
Abb.2 zeigt, da der py- 
Wert des Substrates mit 
der .Erhéhung der Ma- 
gnesiumsulfat-Konzentra- 
tion nicht wesentlich 


verandert wird. Er sinkt 


nicht unter 6,2. 
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Abb. 2. Abhangigkeit der Bildung sarcinaiihnlicher Formen 
bei Stamm A unter der Wirkung von Magnesiumsulfat. 
Prozentsatz der Kokkentetraden; — —— pu-Wert 
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Abb. 3. Stamm K. Wachstumsverzégerung mit steigender 


nach 24 Std; 


nach 48 Std 
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Abb. 4. Stamm K. Abhingigkeit der Ausbildung sarcina- 


fihnlicher Formen vom Alter der Kultur. 
kultur. 


Prozentsatz 
Magnesiumsulfat-Kultur. Prozentsatz der Bildung 
von Kokkentetraden; —-— — — relativer Prozentsatz der 


Normal- 


der vermehrungsfahigen Zellen; 


Umbildung 


auch bei einer Konzentration von 19% 
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Die obenerwahnte Wachstumsverzégerung wurde turbimetrisch 
an Kulturen in Hefeextrakt + Magnesiumsulfat untersucht. (Bei einer 
bakteriostatischen Giftwirkung mite der Prozentsatz der gehemmten 
und deshalb nicht verdinderten Zellen zunehmen [Voss 1952]). Bemer- 
kenswert ist die stimulierende Wirkung geringer Konzentrationen des 
Magnesiumsulfats (Boas 1928, Herzen 1950/51, KLIENEBERGER 1930, 
MaAassen 1904, WALTER 1947) (Abb. 3). 

Eine Abhiingigkeit der Tetradenbildung vom Alter der Aus- 
gangskultur wird durch Abb. 4 veranschaulicht: Von einer Aus- 
gangskultur wurden 7 Tage lang sowohl normales als auch magnesium- 
sulfathaltiges Medium beimpft, sowohl Deckglaspraparate als auch 
Versuchsplatten. Jeweils 5 Platten (30 Sehfelder) und 5 Agardeck- 
glaspraparate (20 Sehfelder) wurden zur Errechnung eines Wertes 
herangezogen. Die beiden Kurven zeigen, dai der Prozentsatz der 
hier beschriebenen Umwandlung parallel zu dem der vermehrungs- 
fahigen Zellen abnimmt, daB also die Zahl der gebildeten Sarcina- 
Formen relativ gleich bleibt. 


2. Weiterziichtung der Tetradenform 
unter gleichen Bedingungen (Abb. 5) 

Substrat und Versuchsbedingungen. 1,5°,iger Fleischwasser-Pepton- 
Agar, 14% Magnesiumsulfat. Beimpft mit Kokkentetraden einer 24 Std alten 
Versuchskultur. Bebriitung bei 30° C. 

Im _ beliifteten Agardeckglaspraparat liegen die eingeimpften 
Zellen als Kokkentetraden, Diplo- oder Einzelkokken vor. Nach einer 
Volumenzunahme in der Lag-Phase erfolgen fiir Sarcinen typische 
Teilungen, dadurch gekennzeichnet, daB die aufeinanderfolgenden 
Teilungsachsen senkrecht zueinander stehen. Dabei ist von Bedeutung 
und soll in der Diskussion nochmals aufgegriffen werden, daf einer 
Teilung eine senkrecht zu ihr stehende Liingenausdehnung vorausgeht 
(Abb. 5,a—f). Durch Absinken von Zellen in eine andere Ein- 
stellungsebene oder den Verlust der Teilungsfihigkeit einer Zelle kann 
die Beobachtung erschwert werden. Es entstehen traubige Verbande, 
die an Mikrokokken erinnern. Nach Voss (1952) ist ein Unterschied 
in der Teilungsweise zwischen Sarcinen und Mikrokokken durchaus 
fraglich. 

Auf den Platten entstehen nach 24stiindiger Bebriitung zarte, 
schwach graue Kolonien. Sie sind glattrandig und rund, im Gegensatz zu 
den weiflichen Kolonien mit gewelltem Rand der Normalform. Die 
mikroskopische Beobachtung zeigt denen im Agardeckglaspraparat 
analoge Formen. Der Prozentsatz der unverdnderten Stiibchen und 
atypischen Zellen liegt bei 4%. Die Kokken sind gramnegativ wie die 
Normalform des Stammes K. 
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Hine Gew6hnung an das Magnesiumsulfat tritt nur insoweit ein, daB 
die beobachtete Wachstumsverzégerung (8.37) nach der Aes Paneer 
auf dem Versuchssubstrat aufgehoben wird. Eine Adaptation, die sich in 
einer Abnahme der typisch veranderten Zellen zeigt, erfolgt nicht. Der 
Prozentsatz der Kokkenformen sinkt nach 10 Tagen auf gleicher Platte 
wie nach 23 Passagen in 46 Tagen nicht unter 90°. Das Fehlen einer 


a b c 


d e f 
Abb. 5. Stamm K. Entwicklung der kokkoiden Formen auf magnesiumsulfathaltigem Substrat. 
a 12.00 Uhr; b 13.00; ¢ 14.00; d 15.00; e 16.00; f 17.00 


typischen Adaptation mag durch die relative Ungiftigkeit des Magnesium- 
sulfats erklirt werden (Voss 1952, siehe dazu auch Borrerr 1921, 
HeEINZEL 1950/51, KaTTERMANN 1930). 


3. Riick wandlung der Kokkenin Stabchenauf Normalsubstrat 
(Abb. 6) 

Substrat und Versuchsbedingungen: 1,5% Fleischwasser-Pepton-Agar, 
beimpft mit einer 24 Std alten Kokkenkultur von Stamm K. Bebriitung bei 30° C. 

Die im beliifteten Agardeckglaspraparat vorliegenden Kokken- 
tetraden, Diplo- oder Einzelkokken wachsen nach einer kurzen In- 
kubationszeit von 45 min in die Lange (Abb. 6, b—c). Offensichtlich 
wird auf magnesiumsulfatfreiem Substrat die Fahigkeit des Langen- 
wachstums wiederhergestellt. Die zundchst entstehenden Kurzstabchen 
nehmen nach 2—3 Teilungen die Form des Ausgangsbakteritums an 
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(Abb. 6, c—e). Beachtenswert sind die Riickwandlungsvorgange der 
durch einen Pfeil gekennzeichneten Zellen (Abb. 6, a—e. Abb. 7): Eine 
Kokkentetrade, bei der die links gelegene Zelle die Teilung noch nicht 
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Abb. 6. Stamm K. Riickwandlung der Kokken auf magnesiumsulfatfreiem Substrat. 
a 10.00 Uhr; b 10.45; ¢ 11.15; d 12.00; e 18.15 


durchgefiihrt hat. Die Bildung der stibchenférmigen Bakterien erfolet 
parallel zu der in der Kokkenphase praformierten Langsachse. Deshalb 
stehen die Liingsachsen der Stabchen senkrecht zueinander. 

Auf den magnesiumsulfatfreien Platten bilden die Kokken bei raschem 
und tppigem Wachstum die Stibchenphase zuriick. Ein Riickfall in 
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die zweidimensionale Teilungsweise ist auch bei langerer Bebriitung 
nicht zu beobachten. Die riickgewandelten Stabchen verhalten sich bei 
erneuter Impfung auf das magnesiumsulfathaltige Medium wie der 


Ausgangsstamm, d. h. sie zeigen keine erworbene Adaptation (HEINZEL 
1950/51, Voss 1952). 


Diskussion 
Literaturangaben iiber die Bildung sarcinaiihnlicher Wuchsformen bei 
stabchenformigen Bakterien sind recht selten (HasHimoro 1899, 
Marzuscuira 1900, Roprnow 1949). Eine Beeinflussung des Teilungs- 
vorganges bei Bakterien ist 
wohl verschiedentlich beschrie- 
ben worden (BURKE 1943, 
HinsHELwoop 1947, Scumrpt- Pag ee = 
Kent 1930, Voss 1952), doch 2 ee eer ce 
handelte es sich hierbei um 
den Verlust oder zumindest 


Lw 
die Schadigung der Teilungs- 
fahi 5 Abb. 7. Stamm K. Riickwandlung in der Abbildung 
a. gkeit. durch einen Pfeil gekennzeichneter Kokken auf 


Folgende Faktoren wurden 3 lr aaa (schematisch). 
5 : angsachse; Lw Langenwachstum 
auf eine modgliche Bedeutung 
untersucht und wirkungslos gefunden?: a) quellende bzw. entquellende 
Tonenwirkung (HEINzEL 1950/51); b) osmotische Wirkung; c) Wirkung 
durch Verdnderung der Hydratur (Burork 1950/51); d) Wirkung durch 
Veranderung der Oberflachenspannung (FROBISHER 1926). 

AuBer MgSO, tiben einige andere Salze (NaCl, KNO,, NH,Cl) einen 
ahnlichen, wenn auch wesentlich schwacheren und durch eine starke 
Schadigung gestorten Effekt auf den Teilungsmechanismus des Stammes 
K aus. Die der Normalform entsprechende Lebensfahigkeit der Kokken 
14Bt einen Vergleich mit den in zahlreichen Arbeiten beschriebenen zum 
Teil degenerativen Kugelbildungen unter SalzeinfluB8 nicht zu (FIscHER 
1906, Gorscuiicn 1927, Hammer. 1906, KrrcHENSTEINS 1923, Matzu- 
scHiTa 1900, Stapp u. ZycHa 1931, STERN 1919). 

Dem hier zur Diskussion gestellten Schema der Wirkungsweise des 
Magnesiumsulfats miissen besonders zwei Annahmen zugrunde gelegt 
werden: Auch bei stabchenférmigen Bakterien wird ein polar gerichtetes 
Prinzip (polar gerichtete Polypeptidketten) fiir das Langenwachstum 
verantwortlich sein (Abb. 8, A). Nach Roxsrnow (1949) liegt dieses 
Prinzip in der Zellwand. Die Teilungen der wachsenden Stabchen erfolgen 
stets quer zur Langsachse und parallel zueinander. Fiir diese empirisch 
gesicherte Querteilung werden verschiedene Faktoren verantwortlich 


1 Bine ausfiihrliche Beschreibung dieser Versuchsserie findet sich in der Disser- 
tation, S. 86—95. 
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sein: Oberflachenspannung (FROBISHER 1926), ein spezifisches Enzym- 
system (HinsHELWOOD 1947), ein Faktor der Zellwand (Roprnow 1949) 
oder ionar entquellende (HmmnzEL 1950/51) bzw. osmotische Faktoren 
sind diskutiert worden. 

Das Magnesiumsulfat (weniger typisch Kochsalz, Kaliumnitrat und 
Ammoniumchlorid) hemmt nun das polar gerichtete Wachstum. Das 
heiBt, das fiir das Laingenwachstum verantwortliche Prinzip wird 
reversibel geschadigt. Es ware durchaus denkbar, dai durch eine 
reversible Aussalzung (Lésen von Nebenvalenzen) die Ausrichtung der 
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Abb. 8. Schema der Bildung sarcinaiihnlicher Formen bei Stamm K im Vergleich zu Teilungs-— 

vorgiingen bei stabchenférmigen Bakterien und Sarcinen. A stiibchenférmiges, C kokkenférmiges 

Bakterium; B Stamm XK auf Magnesiumsulfat-Agar; Z Lingsachse; BL Blockierung des 
Lingenwachstums; R Riickwandlung 


Polypeptidketten verlorengeht. [In ahnlicher Weise erhielt von WeErt- 
STEIN (1953) bei Funaria hygrometrica unter der Wirkung von Chloral- 
hydrat an Stelle fadiger Protonemen undifferenzierte kugelige Zellen]. 
Da keine Stérung anderer Zellfunktionen durch Magnesiumsulfat erfolgt, 
tritt allseitiges Wachstum ein und fihrt durch die nachfolgenden 
Teilungen zu kokkoiden Zellen, deren Liingsachse senkrecht zu der des. 
urspriinglichen Stébchens steht (Abb. 1; Abb. 8, B). Unter der Annahme, 
dafi eine Teilung nur quer zur Lingenausdehnung erfolgt, miiBte die 
niichste Teilung senkrecht zur Lingsachse der kokkoiden Zellen und 
damit senkrecht zu den Teilungen der Mutterzelle eintreten. Das ist in der 
Tat der Fall. Die weiteren Teilungsschritte der Kokkenphase unseres 
Versuchsbakteriums gehen analog dem Schema vor sich: Teilung — 
Priformation einer Liingsachse in den Tochterzellen (die auch bei all- 
seitiger Volumenzunahme nicht verlorengeht) — Teilung senkrecht zu 
ihr und damit zum vorhergehenden Teilungsschritt. 

Die Annahme einer engen Beziehung zwischen der Langsachse einer 
Zelle und ihrer Polaritiitsachse scheint berechtigt. Es ist deshalb 
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verstandlich, wenn bei der Riickfiihrung des Stammes K auf normales 
Substrat die Polaritat parallel zu der praformierten Lingsachse her- 
gestellt wird (Abb. 6, Abb. 7). 

Die Teilungsweise der Kokkenphase unseres Versuchsstammes zwingt 
einen Vergleich mit den Gattungen Sarcina baw. Gaffkya auf. Bei diesen 
Bakterienformen scheint prinzipiell kein fiir Lingenwachstum verant- 
wortliches polares Prinzip vorhanden zu sein. Eine Untersuchung ver- 
schiedener Sarcinen ergab, daf auch diese artkonstanten Kokken 
wahrend der logarithmischen Wachstumsphase Langsachsen ausbilden, 
die durch die jeweils vorangegangenen Teilungen praformiert werden. 
Am Ende der logarithmischen Phase treten mehr kugelige Zellen auf, die 
sich jedoch auf frischem Substrat erneut in zwei Tochterzellen mit 
Langenausdehnung teilen (Abb. 8, C). 


Zusammenfassung 

Unter dem Einflu8 von 14% Magnesiumsulfat wurden bei einem 
Vertreter der Achromobacteriaceae durch Hemmung des Langenwachs- 
tums und simultan erfolgende Teilungen kokkoide Zellen ausgebildet. 
Diese Kokkenformen vermehrten sich entsprechend den Sarcinen mit 
zwei senkrecht aufeinander stehenden Teilungsachsen. Der Prozentsatz 
der so gebildeten Kokkentetraden betrug 96, eine Abhangigkeit der 
Bildung vom Alter der Kultur bestand nicht. Hine anfangliche Wachs- 
tumsverzogerung verschwand nach mehreren Passagen auf Magnesium- 
sulfat-Agar, diese Adaptation hatte jedoch keinen HinfluB auf den Pro- 
zentsatz der typisch veranderten Zellen. 

Die Weiterziichtung der Kokkenform auf dem Versuchssubstrat 
gelang leicht. Die Riickwandlung auf normalem Medium erfolgte durch 
eine Langenzunahme der kokkoiden Zellen bis zu typischen Stabchen und 
Kurzstiibchen, die sich ohne Riickfall durch normale Querteilungen 
vermehrten. 

Die Wirkungsweise des Magnesiumsulfats wurde so gedeutet, daB allein 
das fiir Langenwachstum verantwortliche Prinzip reversibel geschadigt 
wird. 

Die Bildung sarcinadhnlicher Wuchsformen wurde durch die empirisch 
gesicherte Tatsacheerklart, daB bei Bakterien eine Teilungimmersenkrecht 
zur Langsachse eintritt. Die bei dem Versuchsstamm unter dem EinfluB 
von Magnesiumsulfat auftretenden Kokken wie auch einige zum Vergleich 
‘untersuchte Sarcinen wiesen in der Wachstumsphase Langsachsen auf, 
die — durch die Teilungen praformiert — jeweils senkrecht aufeinander 
standen. 
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Unter den nichtsymbiontischen stickstoffbindenden Bakterien gelten 
die Azotobacter-Arten bislang als streng aerob. In normaler Kultur 
erfolgt bestes Wachstum stets an der Grenze zwischen Kultursubstrat 
und Luft, also dort, wo optimaler Gasaustausch gewahrleistet ist. 


Nach Wison u. Witson (1941) sind Wachstum und N-Bindung eine Funktion 
der Oberflache der Kultur und nicht des Volumens. Ahnlich erklart sich auch die 
nach Zusatz von 0,19 Agar zur Kulturlésung zu beobachtende Wachstumstoérderung 
(Ripert 1936; Rippet, Bear u. Napet 1938; Bortrets 1939). Durch Viscositits- 
erhéhung des Mediums kénnen die Bakterien infolge herabgesetzter Sinkgeschwindig- 
keit langer in den oberen Fliissigkeitsschichten verbleiben (RADLER 1955). Noch 
starkere Wachstumsférderung kann durch direkte Kulturbeliiftung erreicht werden 
(ALEXANDER u. Winson 1954; RapLER 1955). Es bleibt allerdings noch unklar, ob 
es sich bei dieser Stimulierung von Wachstum und N-Bindung durch verstarkte 
Luftzufuhr lediglich um verbesserte Energieversorgung handelt oder ob auch 
direkte Beziehungen zum Mechanismus der N-Bindung selbst bestehen (WILSON 
u. Burris 1947). 

Im Widerspruch hierzu stehen die Beobachtungen von MryrErHor u. BuRK 
(1928) sowie Burk (1930), wonach die N-Bindung von Azotobacter von der Zu- 
sammensetzung des einwirkenden Gasgemisches, also vom herrschenden Partial- 
Druck des Sauerstoffs (Po,) bzw. des Stickstoffs (PN,) abhiangig ist. Die N-Bindung 
je Einheit Glucose-Verbrauch ist danach am gréBten bei sehr niedrigen O,-Partial- 
drucken (Po, = 0,04 Atm.) und nimmt mit steigendem O,-Partialdruck immer mehr 
ab, bis schlieBlich bei einem Po, oberhalb 0,60 Atm. jegliches Wachstum gehemmt 
wird. Nicht nur die Bindung atmospharischen Stickstoffs, sondern auch die Assimi- 
lation gebundenen, z.B. Ammon-Stickstoffs, soll bei héheren O,-Spannungen 
gehemmt sein (BuRK 1930; Burk u. LINEWEAVER 1930). 

Erst in jiingster Zeit wurden diese bislang nur wenig beachteten Arbeiten 
wieder aufgegriffen. PaRKER (1954) konnte beieinem Po, von 0,04 Atm. doppelt bis 
dreifach so hohe N-Bindung als unter normalen Kulturbedingungen in Luft 
(Po, = 0,21 Atm.) nachweisen. Zu ahnlichen Ergebnissen kommen TSCHAPEK wu. 
GramBtact (1955), die die Abhangigkeit der N-Bindung vom O,-Partialdruck bei 
sehr niedrigen Kohlenhydratkonzentrationen (< 0,1 g/L) und in sehr ditnner 
Fliissigkeitsschicht, wie sie den natiirlichen Verhaltnissen im Boden angepabt 
sind, untersuchten. Erst unter diesen Bedingungen soll sich die Foérderung der N- 
Bindung bei niedrigem O,-Partialdruck, oder wie es von den Autoren selbst aus- 
gedriickt wird: ,,die Hemmung der N-Bindung durch den Sauerstoff“ voll 
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auswirken. Auf Grund dieser und anderer Versuche (TSCHAPEK u. GARBOSKY 1953; 
TscHAPEK u. GrAMBIAGI 1954) kommen sie zu der Auffassung, dai Azotobacter 
nur ,,mikroaerophil“ sei, zwar nicht vollig ohne Sauerstoff wachsen und daher 
nicht gerade als fakultativ anaerober Organismus angesehen werden kénne, in 
seinem Verhalten einem solchen aber sehr ahnlich wire. Ganz im Gegensatz zu den 
bisherigen Auffassungen iiber die Okologie von Azotobacter wird daraus die Vor- 
stellung entwickelt, daB die giinstigsten Wachstumsbedingungen in wenig durch- 
liifteten, feuchten Béden bzw. tieferen Bodenschichten gegeben und die oberen 
Bodenhorizonte zu gut durchliiftet sind, als da es hier zu einer nennenswerten 
Vermehrung und Anreicherung kommen kénnte. Dies soll auch der Grund dafiir 
sein, daB es trotz vieler Versuche bisher noch nicht gelungen ist, die Menge des 
Boden-Stickstoffs mit Hilfe von Azotobacter-Impfungen zu erhéhen. Ahnlich deuten 
auch Mryrernor u. Burk (1928) die Zunahme der N-Bindung mit abnehmendem 
O,-Druck als eine Anpassungserscheinung an die Verhaltnisse in tieferen Boden- 
horizonten. 

Uberwiegend wurden alle diese Ergebnisse mit einfachen stationadren 
Kulturversuchen erreicht. Nach bestimmter Kulturdauer wurden alle 
unter verschiedenen Versuchsbedingungen stehenden Vergleichskulturen 
geschlossen abgebrochen und miteinander verglichen. Verhalten und 
Eigenschaften der Bakterien sind aber im Verlaufe des Wachstums 
wesentlichen Anderungen unterworfen, die durch derartige Versuchs- 
anordnungen nicht erfaBt werden kénnen. Es war daher Ziel der vor- 
liegenden Untersuchung, durch fortlaufende Verfolgung von Wachstum 
und N-Bindung bei verschiedenen O,-Partialdrucken sowohl in freiem 
als auch mit gebundenem Stickstoff zur Klarung der Frage beizutragen, 
ob Azotobacter als aerober oder nur als mikroaerophiler Organismus 
anzusehen ist und inwieweit dabei Beziehungen zwischen O,-Effekt und 
N-Bindung eine Rolle spielen. Besonders aufschluBreich erschien unter 
gleichartigen Bedingungen die Gegeniiberstellung des Wachstumsver- 
laufes von mehreren physiologisch unterschiedlich reagierenden Stémmen 
von Azotobacter und zwei als streng aerob bekannten N-heterotrophen 
Organismen — Serratia marcescens und Torula utilis. 


Methodik 


Es wurden in Kluyverkolben, die mit Gasmischungen verschiedenen O,-Partial-_ 
druckes stindig durchliiftet wurden, das Wachstum durch fortlaufende gleich- 
zeitige Bestimmung von Trockensubstanzbildung, N-Bindung bzw. HiweiSbildung, 
Kohlenhydratverbrauch und pq-Wert verfolgt. 

1. Benutzte Bakterienstimme. Widersprechende Ergebnisse physiologi- 
scher Untersuchungen sind oft allein auf Nichtbeachtung von Stammesunterschieden, 
die gerade bei Azotobacter sehr weitgehend sein kénnen (F1scHER 1950), zuriick- 
zufithren. Es wurden daher neben Azotobacter vinelandii noch 3 Azotobacter-chroococ- 
cum-Stiémme unterschiedlichen physiologischen Verhaltens benutzt. Alle Stamme 
stammen aus Einzell-Kulturen und wurden auf Normal-Glucose-Agar nach FiscHEer 
(1946) weiterkultiviert. Sie wurden standig auf Reinheit, besonders auf Anwesen- 
heit von Mikrokokken, die bei sogenannten reinen Kulturen von Azotobacter haufig 
mitgeschleppt werden, iiberpriift. — Serratia marcescens Bizio (= Bacterium 
prodigiosum Lehmann u. Neumann), ein stark farbstoffbildender Stamm, wurde auf 


Sauerstoff-Partialdruck und Wachstum von Azotobacter chroococcum Beij. 47 


Pepton-Glucose-Agar kultiviert. — Torula utilis (Henneberg) = Candida utilis 
(Henneberg nov-comb.) wurde auf normalem Wiirze-Agar weiterkultiviert. 


2. KulturgefaiBe. Die Versuche wurden in 2 L-Kluyverkolben aus Jenaer Glas _ 
(Glasfritte G 3) durchgefithrt. Jeder Kolben war mit einem dreifach durchbohrten 
Gummistopfen, der Impfstutzen, Gasaustrittsrohr und Heber zur sterilen Probe- 
entnahme enthielt, verschlossen. Zur Sterilisation des eingeleiteten Gasgemisches 
war vor jeder Glasfritte ein langeres Wattefilter vorgeschaltet. 


3. Kulturlésung. Die mineralische Grundnahrlésung fiir Azotobacter hatte 
nach RapLER (1955) folgende Zusammensetzung: 0,1% KH,PO,; 0,05% MgSo, 
-7 H,O; 0,0125% FeSO, - 7 H,0; 0,0005% Na,MoO,- 2 H,0; 0,015% CaCO. Aus- 
gangs-py 7,4. — Fur Torula nach Kaurmann (1952): 0,5°% (NH,),SO,; 0,1% 
KH,PO,; 0,05% MgSO,-7 H,0; 0,005% CaCl,. Ausgangs-pq 7,0. — Fiir Serratia 
nach Smira u. JoHNsoN (1954): 0,5% (NH,),PO,; 0,5°% KH,PO,; 0,05% Na,SO,; 
0,004% MgSO,-7H,0; 0,004% NaCl; 0,004% FeSO,-7H,O; 0,004% MnSo, 
-7 HO. Ausgangs-py 7,2. 

_ Nach gemeinsamem Ansatz wurden davon je 1000—1500 ml unter Zusatz von 
0,5 g Antischaummittel (Wacker SH Kontroll-Nr. 153) in die Kluyverkolben ein- 
gefillt und zusammen mit diesen bei 1,6 atii im Autoklaven sterilisiert. 

Da nach MreyEeRHOF u. Burk (1928) sowie Parker (1954) auch schon bei nor- 
malen Konzentrationen der C-Quelle von 1—2% ein deutlicher Effekt des O,- 
Partialdruckes festzustellen ist, wurde mit diesen Konzentrationen gearbeitet und 
dadurch die methodischen und analytischen Schwierigkeiten bei Verwendung sehr 
geringer Konzentrationen wie bei TSCHAPEK u. GIAMBIAGI (1955) vermieden. Als 
C- Quelle wurde ausschlieBlich Glucose reinst (Schuchardt) verwandt. Fiir jeden 
Kluyverkolben wurden entsprechend starker konzentrierte Losungen von je 100 ml 
getrennt im Dampftopf sterilisiert und vor dem Zusammensetzen der ebenfalls 
getrennt sterilisierten Aufsitze in jeden Kolben einzeln eingefillt. Nach guter 
Durchmischung erfolgte sofort Probenentnahme aus jedem Kolben zur Bestimmung 
der Glucose-Anfangskonzentration. 


4, Beimpfung. Zur Herstellung der Impfsuspension wurde die Bakterienmasse 
einer genau 48 Std alten Kultur in steriler physiologischer Kochsalzlosung suspen- 
diert und nach densitometrischer Bestimmung der Zellkonzentration stets kon- 
stante Zellmengen eingeimpft. Die Kultur-Temperatur war 25° C. 


5. Beliiftung. Voraussetzung fiir Wachstumsversuche bei unterschiedlichen 
Gas-Partialdrucken ist eine Kulturmethode, bei der Gleichgewicht zwischen Gas 
und Fliissigkeitsphase erreicht und aufrechterhalten werden kann. Abweichende 
Ergebnisse einzelner Autoren diirften hauptsachlich auf unterschiedliche Versuchs- 
technik zuriickzufiihren sein. PARKER (1954) sowie TSCHAPEK u. GIAMBIAGI (1955) 
arbeiteten mit ruhenden Fliissigkeitskulturen in sehr diinner Schicht und un- 
bewegter Gasphase dariiber, MnyERHoF u. Burk (1928) sowie Bork (1930) fast aus- 
schlieBlich mit der Warburg-Technik. Fire (1943) bezweifelt wahrscheinlich mit 
Recht, daB dabei befriedigendes Gleichgewicht zwischen beiden Phasen insbesondere 
bei sehr niedrigen O,-Partialdrucken iiberhaupt erreicht, geschweige denn aufrecht- 
erhalten werden kann und benutzte selbst direkte Kulturbeliiftung mit zusatzlich 
eingebautem mechanischen Riihrwerk. Fiir Wachstumsversuche, die laufend gréBere 
Probenentnahmen erforderlich machen, erscheinen Kluyverkolben am geeignetsten. 
Direkte Kulturbeliiftung hat gegeniiber stehenden Fliissigkeitskulturen den Vorteil, 
da8 durch entsprechend lange Durchliiftung vor Impfung besonders bei niedrigen 
O,-Partialdrucken ein befriedigendes Gasgleichgewicht hergestellt und, SO lange 
nicht zu groBe Mengen Trockensubstanz gebildet werden, auch laingere Zeit auf- 
rechterhalten werden kann. 
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Da die Porengré&en der einzelnen Fritten nie genau iibereinstimmen, fiir den 
Gasaustausch mit der durchspiilten Lésung aber GréBe und Menge der durch die 
Fritte gebildeten Gasblaschen entscheidend ist, wurde in allen Versuchsreihen 
jeweils derselbe Kluyverkolben fiir jeden einzelnen Stamm benutzt. 

Durchstromungsgeschwindigkeit und Zusammensetzung der Gasgemische wurde 
durch Mischung von N, und O,, gegebenenfalls auch CO, aus Bomben oder Druck- 
luft in einem System untereinander verbundener Gasstrémungsmesser nach 
Nevetine (Fa. E. Haage, Miilheim) und Gasstrémungsregler (Fa. Dr. Miller, 
Diisseldorf) eingestellt und konstant gehalten!. Fir niedrigste O,-Partialdrucke 
wurde nicht vdéllig sauerstofffreier Bomben-Stickstoff, dessen O,-Gehalt nach 
HALpANneE bestimmt wurde, benutzt. 

6. Analytische Bestimmung des Wachstumsverlaufes. In 
geeigneten Abstanden von 3—12 Std wurden nach guter Durchmischung 
ohne Abschaltung der Beliiftung Proben von 50—100 ml, bei Versuchs-. 
ende zum Teil noch mehr, entnommen. Nach py-Bestimmung (mit Glas- 
elektrode und Metrohm-MeBgerat Type E196) und mikroskopischer 
Prifung auf Reinheit wurden 20—30 ml der Kulturlésung zur Gesamt- 
Stickstoff-Bestimmung nach der tiblichen Kjeldahl-Methode verwendet. 

30—40 ml wurden 30 min bei 3000 U/min zentrifugiert und in der 
tiberstehenden Lésung der Restzuckergehalt nach der von ZELLER (1938) 
modifizierten Methode nach HAaGEDORN-JENSEN bestimmt. Die Bakterien- 
trockensubstanz wurde direkt nach Zentrifugieren, Waschen mit 0,2°% HCl 
und Trocknen bei 105° C durch Wiagung ermittelt. Gleichzeitig wurden 
nach Verdiinnung der Kulturlésung mit 0,2°, HCl auf 100—500 ml 
mit einem Leitz-Kompensationsphotometer, 20mm Cuvetten und 
Filter 495, Triibungsmessungen durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den Fest- 
stellungen von RaADLER (1955) bei unbewegten Flissigkeitskulturen 
besteht in Beliiftungskulturen nur zu Beginn des Wachstums eine 
direkte Proportionalitét zwischen Extinktion und Bakterientrocken- 
masse. Wahrscheinlich auf Grund der hierbei zum Teil sehr intensiven 
Schleimbildung nehmen mit fortschreitendem Wachstum die Werte der 
Tribungsmessung gegeniiber denen der Wiagung immer mehr ab. Die 
angegebenen Trockensubstanzwerte beruhen also zum gréBten Teil auf 
direkter Wagung, nur zu Beginn des Wachstums, wo zur Wagung zu 
geringe Mengen vorhanden sind, auf Triibungsmessung. 


Ergebnisse 
Wachstum bei verschiedenen Durchliiftungsintensitdten 


Zunehmende Ertragssteigerung und Wachstumsstimulation bei steigender 
effektiver Beliiftung ist sowohl bei Serratia marcescens (SmirH u. JOHNSON 1954) 
und Torula utilis (Fink 1939; Stnau, AGARWAL u. PereRson 1948) als auch bei 
Azotobacter (WILSON u. ALEXANDER 1954) bekannt. Zum Vergleich der unterschied- 
lichen O,- bzw. Beliiftungsanspriiche der einzelnen Arten sowie zur Ermittlung der 


1 Wir danken Herrn Studienassessor HeRMANN fiir die Uberlassung der von ihm 
konstruierten und zusammengestellten Beliiftungsanlage. 
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optimalen Beliiftungsintensitaét wurde zunachst unter den gegebenen einheitlichen 
Versuchsbedingungen der Wachstumsverlauf bei verschiedenen Beliiftungsintensi- 
taten (0,125; 0,25; 0,5; 1,5 und 3,0 L Luft, Po, = 0,21 Atm./1 Kulturlésung/ 
Minute und stets gleich groBer Konzentration der C-Quelle (Glucose 1,8%; bei 
Azotobacter 1,4°%) durch laufende 


Bestimmung von Trockensubstanz- 6 
und EiweiSbildung verfolgt. mg 

Die Wirkung gesteigerter es 
Durchliftungsintensitaten bei Sy 
gleichbleibendem 0,-Partial-  S * 
druck (Luft, Po, = 0,21 Atm.) s 7 
und gleicher Glucose-Anfangs- 
konzentration auf den Wachs- § 2 
tumsverlauf ist, gemessen an RS 
der Trockensubstanzbildung, 7 
bei allen drei Arten sehr ahn- 


lich (Abb. 1—3) : Vermehrungs- OUP) 1055 20 perk TE HO A RSOL \ 6OLNG70 

rate und Wachstumsgeschwin- Wachstumszell 

Riciol Abb. 1. Serratia marcescens. Verlauf der Trocken- 
igkeit werden stark  er- substanzbildung bei zunehmender Beliiftungsintensitiit 

hoht gleichzeitig nimmt die (0,25—3,0 1/min/1). Glucose-Konz. 18 mg/ml. In dieser 

5 ms und den folgenden Abbildungen bedeutet ein t+ den 
Trockensubstanzausbeute (O. vélligen Glucoseverbrauch 
K.) zu. Die Wachstumskurven 


verlaufen steiler und hoher. mg 
Die fiir jede Art charakteristi- 6 
sche Lange der Induktions- 
oder lag-Phase erfahrt keine 
signifikante Anderung. 
Besonders bei der stark 
O,-bediirftigen Serratia mar- 
cescens (Abb. 1) erfolgt fast 
proportional mit zunehmender 
Beliftung eine starke Stei- 
gerung des Zellertrags. Ahn- 
lich wie bei SmiTH u. JOHNSON 
(1954) werden fir Bakterien 3 ee ETRY WOUND 
ungewohnlich hohe O. K.- Wachstumszelt 
Werte bis zu 30 erreicht Abb. 2. Torula utilis. Verlauf der Trockensubstanz- 
ave yecinow wesentticn, gem Mite hi, subnets” Fete 
ringeren Trockensubstanzaus- 
beuten bei sehr niedrigen Beliiftungsintensitaten erklaren sich nicht allein 
aus einer reinen O,-Mangelwirkung. Bei Sauerstoffmangel setzt gleich- 
zeitig anaerober Kohlenhydratstoffwechsel mit Milchsdéurebildung ein. 
Die Erhéhung der H-Ionenkonzentration bewirkt dann sekundar weitere 
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Im Gegensatz zu Serratia werden bei der aeroben, aber auch starker 
anaeroben Bedingungen besser angepaBten Hefe Torula (Abb. 2) ebenso 
wie bei Azotobacter (Abb. 3) schon bei den niedrigsten Beliiftungsintensi- 
taiten relativ hohe 0. K. (Tab. 1) erreicht (0,125 1/min/l Torula 21,3; 
Azotobacter 18,5). Bei unteroptimaler O,-Versorgung diirfte hier die rein 
mechanische Durchmischung der Kulturlésung von wesentlichem Ein- 
fluB sein!. Nach Dr Broz u. LinpMANN (1944) konnte bei Jorula allein 
durch Beliiftung mit sauerstofffreien Gasen wie Kohlendioxyd oder Stick- 
stoff der Zellertrag auf das 3—4fache gegeniiber unbewegten Fliissigkeits- 
kulturen erhéht werden. Auch StneH, AGARWAL u. PETERSON (1948) 
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Abb. 3. Azotobacter chroococceum St. 2001, Verlauf der Trockensubstanzbildung bei zunehmender 
Beliiftungsintensitat (0,125—3,01/min/1) in N-freier Kulturlésung. Glucose-Konz. 14 mg/ml 


weisen darauf hin, da8 gerade bei Toruladie mechanische Durchmischung 
yon wesentlich gréBerem Einflu8 auf die Trockensubstanzausbeute ist 
als einfache Beliiftung allein. Sichtbarster Effekt erhohter Beliiftung ist 
sowohl bei Torula als auch bei Azotobacter weniger die Steigerung der 
Trockensubstanzbildung als eine ausgepragte Erhohung der Wachstums- 
geschwindigkeit. Mit steigender Beliiftung wird maximaler Zellertrag in 
immer kiirzerer Wachstumszeit erreicht, wobei die Héhe der Trocken- 
substanzausbeute wiederum von der Wachstumsgeschwindigkeit ab- 
hangig ist. Bei langsamerem Wachstum wird mehr von der vorhandenen 
Menge der C- Quelle im Betriebs- oder Nebenstoffwechsel, der sich z. B. 
bei Torula bei den niedrigsten Beliiftungsintensitaéten als anaerobe 
Alkoholbildung zeigt, verbraucht und steht damit weniger fiir den Auf- 
bau von Zellsubstanz zur Verfiigung. 

In Ubereinstimmung mit den Feststellungen von SMITH u. J OHNSON 
(1954) bei Serratia und Fink u. LECHNER (1938), StncH, AGARWAL u. 
Prrerson (1948) bei Torula wird der EiweiBgehalt der Trockenmasse 
von der Beliiftung wenig beeinfluBt (Tab. 1) und ist nur bei starkster 


1Vgl. dazu noch HE. GREVE: ‘Arch. f. Mikrobiologie 26, 254 (1957) fiir Sac- 


charomyces. 
4* 
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Beliiftung zugunsten einer erhdhten Fettbildung etwas verringert. Das 
gleiche ist bei Azotobacter bei Assimilation gebundenen Stickstoffs der 
Fall. 

Bei Wachstum mit freiem Luft-Stickstoff — also ohne Zugabe gebun- 
denen Stickstoffs zur Kulturlésung — wird bei Azotobacter die Hohe der 
N-Bindung je Einheit verbrauchter Glucose (mg N/g Glucose) durch 
unterschiedliche Beliiftung nicht beeinfluBt. Bei steigender Beliiftung 
nimmt auch hier der maximale Zellertrag zu. Bei gleichbleibender N- 
Bindung und damit EiweiBbildung handelt es sich also lediglich um ver- 
mehrte Bildung nichteiweiBhaltiger Substanzen. Im Gegensatz zur 
Assimilation gebundenen Stickstoffs, wobei im iibrigen Wachstum und 
Trockensubstanzbildung sehr ahnlich wie bei Bindung von Luftstick- 
stoff in Abb. 3 verlaufen, bleibt daher der EiweiBgehalt der Bakterien- — 
trockenmasse nicht konstant, ist in unbeliifteter Kultur am héchsten und 
nimmt mit zunehmender Beliiftungsintensitat stark ab. Bei starkster 
Beliiftung wird zwar die gréBte Trockensubstanzausbeute und der 
hochste O. K. erreicht, gleichzeitig aber ist nur ein sehr geringer Eiweib- 
anteil, bis héchstens 20—25°%, vorhanden. Bereits RADLER (1955) hat 
auf diesen bisher noch wenig beachteten Unterschied zwischen unbe- 
wegten Fliissigkeitskulturen mit relativ langsamem Wachstum und — 
65—75°% EiweiB und stark beliifteten, schnell wachsenden Kulturen mit 
nur 20—25°% EiweiB, wobei in beiden Fallen die Hohe der N-Bindung 
gleich ist, hingewiesen. 


Wachstum bet verschiedenen Sauerstoff-Partialdrucken 


In jeder Versuchsreihe wurden gleichzeitig 6 Kulturkolben (1mal Serratia, 
imal Jorula und 4mal Azotobacter-Staémme) mit einem konstanten Gasstrom von 
0,5 1/min/1 1 Lésung durchliiftet. Es wurde nacheinander in jeweils 2—3 Wieder- 
holungen der Wachstumsverlauf bei den O,-Partialdrucken von 0,008, 0,02, 0,04, 
0,21, 0,40, 0,60 und 0,85 Atm. verfolgt. 


N-Heterotrophe 


Bei den beiden N-Heterotrophen Serratia und Torula werden ganz 
analog der Steigerung der Beliiftungsintensitét durch Erhéhung des 
O,-Partialdruckes bei konstantem Beliiftungsgrad Wachstumsgeschwin- 
digkeit und Trockensubstanzausbeute (0. K.) stark geférdert. Vor 
allem bei Serratia ist der Verlauf der Wachstumskurve mit der Zunahme 
der Beliiftung (Abb. 4) fast identisch. Es liegen hier praktisch die gleichen 
Bedingungen vor. Wahrend dort bei konstantem O,-Partialdruck der 
Sauerstoffgehalt der Lésung durch stiirkeren Gasstrom gesteigert wird, 
ist hier bei konstanter Geschwindigkeit des Gasstroms die Sauerstoff- 
konzentration des Gases erhéht, woraus wiederum ein héherer Sauer- 
stoffgehalt der Lésung resultiert, da die Léslichkeit des Sauerstoffs in 
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Wasser bei konstanter Temperatur dem Partialdruck direkt propor- 
tional ist (bei reinem Sauerstoff 5mal gréBere Léslichkeit in Wasser als 
_ bei Luft). Erst bei einem Po, tiber 0,85 Atm. erfolgt wahrscheinlich durch 
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Abb. 4. Serratia marcescens. Verlauf der Trockensubstanzbildung bei unterschiedlichem O,-Partialdruck 
(0,008—0,85 Atm.). Glucose-Konz. 18 mg/ml 
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Abb. 5. Torula utilis. Verlauf der Trockensubstanzbildung bei unterschiedlichem O.-Partialdruck 
(0,008—0,85 Atm.). Glucose-Konz. 18 mg/ml 


toxische Nebenwirkungen des reinen Sauerstoffs selbst zunehmend 
merkliche Depression von Wachstumsgeschwindigkeit und Gesamt- 
ertrag. Aber auch noch in reinem Sauerstoff (Po, = 1,0 Atm.) ist bei 
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beiden Arten zwar stark reduziertes aber noch deutliches Wachstum 
nachzuweisen. 

Auch der Eiweifgehalt der Trockensubstanz bleibt unabhéngig vom 
O,-Partialdruck nahezu konstant (Tab. 2) und ist nur bei den héchsten 
O,-Spannungen infolge verstirkter Fettbildung etwas verringert. Es 
besteht also eine Abhangigkeit des Wachstums vom O,-Partialdruck nur 
insoweit, bis der optimale Sauerstoffgehalt der Lésung erreicht wird. 
Bestimmender Wachstumsfaktor ist allein die Sauerstoffversorgung der 
Kultur. 

Zum Unterschied gegeniiber Serratia ist bei Torula (Abb. 5) bei sonst 
vollig entsprechenden Bedingungen der Beginn sichtbaren Wachtums 
bei Po, iiber 0,60 Atm. starker verzégert, die Induktions- oder lag-Phase 
erfahrt eine geringe zeitliche Verlangerung. 

Bei. Azotobacter 1i8t sich bei Wachstum mit gebundenem Stickstoff 
(als Ammon-Phosphat*), wobei nach Burris u. WiLson (1947) die Bin- 
dung von Luftstickstoff sofort und vollstaéndig gehemmt wird, im Gegen- 
satz zu den Feststellungen von MeyYErRHOF u. BuRK (1928) und Burk u. 
LINEWEAVER (1930), die allerdings Wachstum und N-Assimilation nur 
auf Grund von Respirationsmessungen in der Warburg-Apparatur er- 
mittelten, keinerlei Abhingigkeit der Stickstoff-Assimilation vom O,-Par- 
tialdruck nachweisen (in Abbildungen und Tabellen nicht aufgenommen). 
Genauso wie bei den N-Heterotrophen Serratia und Torula nehmen mit 
steigendem O,-Druck Wachstumsgeschwindigkeit und Trockensubstanz- 
ausbeute zu (Abb. 6); so bleibt der EiweiBanteil unbeeinfluBt vom 
O,-Partialdruck mit 48—51°% annahernd konstant. Als einzigster Unter- 
schied setzt die Hemmwirkung hoher O,-Konzentrationen nicht erst 
oberhalb Po, = 0,80 Atm. ein, sondern das Wachstum wird bereits bei 
einem Po, von 0,60 Atm. stérker sistiert, Wachstumsgeschwindigkeit und 
Trockensubstanzausbeute werden verringert. Aber auch hier ist zwar 
stark verlangsamtes und gehemmtes, aber noch deutlich nachweis- 
bares Wachstum bis zu einem Po, von 1,0 Atm. festzustellen. 


N-Autotrophe 


Um lediglich auf besondere Stammeigenschaften beruhende Unterschiede aus- 
zuschlieBen, wurden gleichzeitig in parallelen Versuchsreihen 4 physiologisch unter- 
schiedlich reagierende Azotobacter-Stimme untersucht. Der Stamm Azotobacter 
chroc. 1608 (Abb. 8) zeichnet sich durch hohe Reservestoffbildung (RADLER 1955) 
aus, wahrend der Stamm Azotobacter chroc. 2001 (Abb. 3, 6 u. 7) wenig Reservestoff, 


' Es wurde nur das Wachstum mit Ammon-Phosphat gepriift, da bei Anwendung 
von Nitrat-N den Vergleich zur N-Fixierung erschwerende Nebenwirkungen auf- 
treten. Waihrend bei Ammon-N sofortige N-Aufnahme erfolgt, ist die Nitrat- 
Assimilation verzégert und setzt erst nach gewisser Adaptationszeit ein. Dies 
bedingt eine von O,-Partialdruck unabhingige lag-Phasenverzégerung. Die Fixie- 
rung des freien Luftstickstoffs wird erst nach Erreichen der vollen Nitrat-Assimilation 
vollstindig gehemmt. 
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dafiir um so mehr Eiwei8 bildet. Die Stamme Azotobacter vinelandii 1607 (Abb. 9) 
und Azotobacter chroc. 1609 sind in ihrem Verhalten einander sehr abnlich und 
bilden auBerordentlich viel Schleim. 

Zum besseren Vergleich wurden aus den Analysendaten der einzelnen Wachs- 
tumskurven N-Bindung, 0. K. und EiweiSbildung nach Bildung von jeweils 0,25; 
0,5; 1,0 usw. mg Trocken- 
substanz/ml berechnet und 
deren Werte bei den unter- 
schiedlichen O,-Partial- 
drucken gegeniiber gestellt 
(Tab. 3). 


Bei Wachstum in frei- 
em, elementaren Luft- 
stickstoff — also ohne 
Zugabe gebundenen 
Stickstoffs zur Kultur- —_— 
lésung (Abb 3) a ae 70 20 80. 40 50 60 70 tw 80 
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otobacter die Abb. 6. Azotobacter chroococcum St. 2001. Verlauf der 


Wirkung steigenden O,- Trockensubstanzbildung bei unterschiedlichem O,-Partial- 
5 druck (0,008—0,60 Atm.) mit gebundenem Stickstoff 
Partialdrucks gerade (Ammon-Phosphat). Glucose-Konz. 14 mg/ml 
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N-Heterotrophen. Der Ertrag an Trockensubstanz ist bei niedrigem 
Po, von 0,02—0,04 Atm. am gréBten und nimmt mit zunehmender 
Steigerung des O,-Partialdruckes immer mehr ab, bis schlieBlich bei 
einem Po, von 0,60 Atm. das Wachstum véllig gehemmt ist. 
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Abb. 7. Azotobacter chroococewm St. 2001, Verlauf der Trockensubstanzbildung bei unterschiedlichem 
O,-Partialdruck (0,008—0,40 Atm.) in N-freier Kulturlésung. Glucose-Konz. 14 mg/ml 
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Unter rein anaeroben Bedingungen ist keinerlei Entwicklung moglich. 
Aber bereits bei einem Po, von 0,008 Atm. setzt geringes Wachstum ein. 
Die erreichten Trockensubstanzausbeuten sind sehr klein, die vorhandene 
C-Quelle wird nur zu einem geringen Teil verbraucht. Bei derartig 
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hohen O,-Partialdrucken werden die Zellen also abgetétet. Bei Wachs- 
tum mit gebundenem Stickstoff tritt keinerlei derartige Zellschadigung 
auf, sondern es ist im Gegenteil noch schwaches Wachstum bei Beliiftung 
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bb. 8. Azotobacter chroococcum St. 1608. Verlauf der Trockensubstanzbildung bei unterschiedlichem — 


O,-Partialdruck (0,01—0,40 Atm.) in N-freier Kulturlésung. Glucose-Konz. 14 mg/ml 
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Abb. 9. Azotobacter vinelandii St. 1607. Verlauf der Trockensubstanz- und Schleimbildung bei unter- 

schiedlichem O,-Partialdruck (0,008—0,40 Atm.) in N-freier Kulturlésung. Glucose-Konz. 14 mg/ml 

(untere Kurven jeweils reine Bakterientrockenmasse, obere Kurve: Gesamttrockenmasse = Bakterien- 
trockenmasse -++ Schleimtrockensubstanz) 


mit einem Po, von 0,85 Atm. méglich, auch wachsen die Bakterien einer 
solchen Kultur in normalen Medien wieder gut an. Eine Erklarung fiir 
diese Befunde ist vorerst nicht méglich. 

Wahrend des Wachstumsverlaufes ist die Héhe der N -Bindung nicht 
konstant. Unabhingig vom jeweiligen 0,-Partialdruck liegt das 
Maximum zu Beginn der log-Phase. Mit fortschreitendem Wachstum 


a 
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nimmt die N-Fixierung langsam ab und erreicht zum Zeitpunkt der héch- 
sten Trockensubstanzbildung gegen Ende des Wachstums ihren niedrigsten 
Wert (Tab. 3). Nur ein Vergleich dieser Maxima der N-Bindung gibt ein 
eindeutiges Bild von der Wirkung unterschiedlicher O,-Partialdrucke. 
Bei relativ geringer Bakterienmasse und begrenzter Probenentnahme zu 
Beginn des Wachstums kénnen die Analysenwerte nicht véllig genau sein. 
Es wurde daher die N-Bindung bei allen 4 Staémmen bei den verschiede- 
nen O,-Partialdrucken nochmals in je 3 Parallelkulturen unter Anwen- 
dung groBerer Mengen Kulturlésung zu Beginn der log-Phase bestimmt 
(Tab. 4). 


Tabelle 4. Héhe der N-Bindung bei Beliiftwng mit verschiedenen O,-Partialdrucken 
bet vier Azotobacter-Stammen 


ies | Azotob. chr. 2001 Azotob. chr. 1608 '| Azotob. chr. 1609 Azotob. vineland. 1607 
Po, (HiweiBbildner) (Reservestoff b.) (Schleimbildende Stiéimme) 
Atm. 4 . ; Aq 

wae Prozent? ia Prozent hee Prozent Hen Prozent 

0,008 GWoekh=-068-e [iy nc bal job! 41°} — 177 6,3) | = 66 
0,02 19,2 — 7 Ip — 10 1753 — 2 17,2 — § 
0,04 20,8 100 16,9 100 1765-4 100 18,1 100 
0,08 18,1 — 13 Git — 10 n.b. n.b. 16,9 — 6 
0,21 13,2 — 36 13,8 — 18 13,4 — 24 14,0 — 23 
0,40 10,7 — 48 11,2 — 34 10,4 — 41 10,9 — 40 
0,60 kein Wachstum | 


1 N-Bindung = mg N fixiert/g Glucoseverbrauch zu Beginn der log-Phase (nach 
Bildung von etwa 0,25—0,75 mg/ml Trockensubstanz). Mittelwerte aus je 3 Parallel- 


kulturen. 
2 Héchste N-Bindung bei Po, 0,04 Atm. = 100%; die Zahlen geben die Ver- 


minderung in Prozent an. 


Bei Po, = 0,008 Atm. ist die N-Bindung sehr gering. Hier diirfte neben 
allen anderen Stoffwechselprozessen auch die N-Bindung primar durch 
absoluten O,-Mangel sistiert sein. Das Maximum der N-Bindung liegt 
bei allen 4 Stémmen bei den nur wenig héheren O,-Partialdrucken von 
0,02—0,04 Atm. Die zum Teil recht betrachtlichen Unterschiede zwischen 
den einzelnen Stémmen sind wohl allein auf physiologische Stammes- 
unterschiede zurtickzufiihren, denn auch bei den Staémmen mit geringer 
N-Bindung ist das Maximum nicht nach oben oder unten verschoben. 

‘Mit Steigerung des O,-Druckes nimmt die N-Fixierung zunehmend. 
starker ab, bis bei Po, = 0,40 Atm. das N-Bindungsvermégen um fast 
die Halfte verringert ist. In den schneller wachsenden Beliftungskulturen 
ist die Abnahme der N-Bindung, der Unterschied zwischen niedrigen 
und hohen O,-Partialdrucken bei weitem nicht so grof wie bei den 
anderen Autoren (MryvERHOF u. Burk 1928; TSCHAPEK u. GIAMBIAGI 
1955 sowie Parker 1954), die in beliifteten Kulturen bei niedrigem 
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O,-Partialdruck von 0,02—0,04 Atm. doppelt bis dreifach so hohe N- 
Bindung als in Luft nachweisen konnten. Immerhin ist auch hier gegen- 
iiber der héchsten N-Bindung bei Po, = 0,04 Atm. diese bei Luft um 
18—36%, bei Po, = 0,40 Atm. um 34—48% erniedrigt. 


Verzégerung der Induktionsphase 


Sichtbarste Wirkung des erhéhten O,-Partialdruckes auf den Wachs- 
tumsverlauf ist die Beeinflussung der Induktions- oder lag-Phase. Bei 
den N-Heterotrophen sowie bei Azotobacter im Falle heterotropher N- | 
Ernahrung ist die Induktionsphase sowohl bei steigender Beliiftungs-_ 
intensitat als auch bei zunehmendem O,-Partialdruck stets gleich lang” 
(Abb. 1—5). Lediglich bei Vorula ist sie bei O,-Partialdrucken iiber 
0,60 Atm. (Abb. 5) etwas verlingert. Bei Serratia wird die lag-Phase bei | 
derart hohen O,-Drucken sogar noch etwas verkiirzt (Abb. 4). Beides ist | 
aber nicht sehr signifikant, die Unterschiede sind nur sehr gering und 
nicht immer eindeutig reproduzierbar. 

Bei Bindung von Luftstickstoff wird dagegen bei Azotobacter mit zu- 
nehmendem O,-Partialdruck die Induktionsphase eindeutig mehr und 
mehr verlangert, der Wachstumsbeginn also immer mehr verzégert 
(Abb. 7—9). Im typischen Falle setzt sichtbares Wachstum bei einem 
Po, von 0,02—0,04 Atm. bereits nach 10—15 Std Beliiftung, bei Luft 
(Po, = 0,21 Atm.) erst nach 25—30 Std und bei einem Po, von 0,40 Atm. 
erst nach 35—45 Std ein. Diese Verlangerung der Induktionsphase mit 
zunehmendem O,-Partialdruck tritt bei allen gepriiften Stémmen auf. 
Es bestehen nur graduelle, keine prinzipiellen Unterschiede unterein- 
ander. 


Normalerweise ist die Geschwindigkeit des Anwachsens einer Bakterienkultur 
weitgehend durch das Alter und die Menge eingeimpfter Keime bedingt. Da bei der 
gewahlten Versuchsanordnung nicht gleichzeitig Beliiftung mit verschiedenen O,- 
Partialdrucken, sondern immer nur in einer Versuchsreihe ein bestimmter Partial- 
druck eingestellt werden konnte, war die Verwendung nie véllig gleichen Impf- 
materials nicht zu vermeiden. Um diese Fehlerquelle so weit wie méglich auszu- 
schlieBen, wurde besonderer Wert auf konstantes Alter der Impfkulturen (48 Std) 
gelegt und die Kinsaatmenge durch Triibungsmessung méglichst genau auf 0,1 mg | 
Trockensubstanz/ml = etwa 2,5 107 Keime/ml eingestellt. Davon wurden als 
Impfsuspension fiir 1500 ml Kulturlésung je 5 ml verwendet, woraus sich eine 
Bakterien-Anfangskonzentration von annihernd 8 x 104/ml ergibt. 


Versuche mit verschiedenen Einsaatmengen ergaben, da der lag- 
Phasen-Effekt um so deutlicher ausgeprigt und besser reproduzierbar ist, 
je geringere Kinsaatmengen verwandt werden. Bei sehr hohen Impf- 
mengen geht der charakteristische Unterschied der lag-Phasenver- 
zogerung zwischen dem Po, von 0,02 und 0,21 Atm. etwas zuriick, bleibt 
aber in jedem Falle bei hdherem Po, von 0,40 Atm. stets deutlich er- 
halten. Kontrollversuche mit Impfmaterial verschiedenen Alters ergaben 
nur relativ geringe Unterschiede. 
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Veranderungen des CO,-Gehaltes der Beliiftungsgase von 0,02—1,5°%, 
waren ohne jeglichen HinfluB auf die typische, lediglich vom Po, abhangige 
_ lag-Phasenverzégerung und den gesamten Wachstumsverlauf. Der lag- 
Phaseneffekt ist also unabhingig vom CO,-Gehalt der Durchliiftungs- 

gasgemische. 

Bei laufenden Abimpfungen aus den verschiedensten Wachstums- 
stadien einer wachsenden Kultur in frische Beliiftungskulturen desselben 
oder héheren O,-Partialdruckes tritt immer wieder die fiir den betreffen- 

den Po, charakteristische Verz6gerung der Induktionsphase ein. Der aus- 
schlieBlich vom O,-Partialdruck abhangige lag-Phasen-Effekt wird also 
weder durch das physiologische Alter des Impfmaterials noch durch 
Selektion gegeniiber héheren O,-Drucken resistenter Keime beeinfluBt. 


O. K. und Schleimbildung 


Bei wachsenden Mikroorganismen-Kulturen ist normalerweise der 
O. K. zu Beginn des Wachstums am héchsten und nimmt infolge zu- 
nehmender Atmung, verstaérkten Erhaltungsstoffwechsels und Ver- 
brauch anfangs gespeicherter Zellinhaltsstoffe mit zunehmendem Kultur- 
alter staéndig ab. Unabhangig von der Art der Beliiftung ist dies sowohl bei 
Torula und Serratia als auch bei Azotobacter bei heterotropher N-Ernah- 
rung der Fall. Im Gegensatz hierzu nimmt bei Azotobacter bei Bindung 
von Luftstickstoff der 0. K. mit zunehmendem Wachstumsalter laufend 
zu, es wird also je Einheit verbrauchter Glucose immer mehr Trocken- 
substanz gebildet (Tab. 3). Da gleichzeitig die Hohe der N-Bindung ab- 
nimmt, wird der prozentuale EiweifSgehalt der Bakterientrockenmasse 
im Laufe des Wachstums immer geringer. Es wird wahrscheinlich als 
eine Art Reservesubstanz zunehmend starker nichteiweiBhaltige Zell- 
substanz gebildet. 

Rein physiologisch kann auch die starke Schleimbildung bei den 
Stiimmen 1607 und 1609 als eine derartige Reservestoffbildung angesehen 
werden, nur daB hier die Reservesubstanz nicht in der Zelle gespeichert, 
sondern in Form von Schleim in das umgebende Kulturmedium aus- 
geschieden wird. Durch quantitative Schleimbestimmung lat sich 
zeigen, daB im Gegensatz zu Pneumokokken, bei denen starkste Schleim- 
bildung gerade zu Beginn des Wachstums erfolgt (BUKANTZ, COOPER u. 
Butitowa 1941), bei Azotobacter bis zur mittleren Wachstumsphase nur 
sehr wenig Schleim ausgeschieden wird und intensive Schleimbildung 
erst gegen Ende des Wachstums einsetzt (Abb. 9). Dann allerdings 
herrscht gr6Bte Schleimbildung vor, die EiweiSbildung wird stark ein- 
geschrankt und die noch vorhandene Glucose fast vollig in Schleim um- 
gewandelt, so daB iiber die Halfte der Gesamttrockensubstanz nur aus 
Schleim besteht (Tab. 3). Die noch zu Beginn gréBter Schleimbildung 
vorhandene Menge Glucose reicht aber allein nicht zur Bildung derart 
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groBer Mengen Schleim aus. Wie auch die plétzliche Abflachung der 
Kurve fiir Bakterientrockensubstanz zeigt (Abb. 9), muB ein Teil des— 
Schleimes in dieser Wachstumsphase durch Umwandlung bereits vorher 
in der Zelle gespeicherter nichteiweiBhaltiger Substanzen entstanden — 
sein. Nach vélligem Glucoseverbrauch nimmt der Anteil gebildeten — 
Schleimes wieder schnell ab und wird als zusétzliche C- Quelle genutzt, 
denn gleichzeitig dauern N-Bindung und EiweiSbildung noch einige Zeit — 
weiter an. Auch dies unterstreicht die Reservestoffnatur dieser Substanzen. — 
Analog der Schleimbildung verlauft auch die Speicherung von Zellinhalts- — 
substanzen wihrend des Wachstums beim nichtschleimbildenden Stamm ~ 
1608, dessen Reservestoff bereits von RADLER (1955) untersucht und der . 
bisher weder als Eiweif noch als Kohlenhydrat noch als Lipoide identi- — 
fiziert werden konnte. : 

Nach Cooper u. Preston (1937) soll bei Frischisolierungen sehr starke, bei . 
alteren Stammkulturen kaum oder nur sehr geringe Schleimbildung auftreten. 
Nach den eigenen Feststellungen verhalt sich das gerade umgekehrt. Von den 4 im 
Beliftungsversuch gepriiften Stammen zeigten gerade die am langsten in der | 
Institutssammlung gehaltenen Stamme die gréBte Schleimbildung, wahrend bei den 
beiden anderen, frisch isolierten Stémmen keinerlei Schleim nachzuweisen war. — 
Unter weiteren 27 Frischisolierungen aus den verschiedensten Boden der Um- 
gebung Gottingens konnten nur 2 Stamme mit nennenswerter Schleimbildung nach- 
gewiesen werden. Bezeichnend ist, da bei genauer Durchsicht der Angaben von 
Fiscusr (1946) bei itber 70 Neuisolierungen der verschiedensten Herkiinfte auf 
festen Nahrbéden nur in 6 Fallen gute Schleimbildung beobachtet werden konnte. 
Auch die beiden jetzt im Beliiftungsversuch stark schleimbildenden Stamme 1607 
u. 1609, die derzeit von FiscueEr isoliert waren, wurden damals nach Isolierung mit 
nur geringer und iiberhaupt keiner Schleimhautbildung vermerkt. Das alles unter- 
stiitzt die Ansicht, daB sehr starke Schleimbildung als eine Art pathologische 
Degeneration auf Grund langjihriger, einseitiger Kulturdauer anzusehen ist. 

Auch diese Bildung nichteiweiBbhaltiger Zellsubstanz bzw. Schleimes 
und damit auch der 0. K. ist vom O,-Partialdruck abhiingig; sie ist 
ahnlich wie die N-Bindung bei niedrigem Po, am héchsten und nimmt 
mit steigendem O,-Druck ab. Allerdings ist die N-Bindung vergleichs- 
weise weit weniger als die Trockensubstanzbildung gehemmt oder um- 
gekehrt ausgedriickt, die Férderung der Trockensubstanzbildung durch 
niedrige O,-Partialdrucke ist wesentlich gréBer als die der N-Bindung. 
Daraus ergeben sich bei geringem O,-Druck groBe Trockensubstanzmengen 
und hohe O. K. mit geringem EiweiBgehalt, bei hohen O,-Partialdrucken 
geringe Trockensubstanzbildung und 0. K. mit héherem prozentualen 
EiweifBanteil (Tab. 2 u. 3). 

Ebenso erfolgt stirkste Schleimbildung bei niedrigen O,-Drucken und 
Abnahme mit ansteigenden O,-Partialdrucken. Bei Po, = 0,04 Atm. 
wird fast ebensoviel Schleim wie Bakterienmasse gebildet, bei Po, = 0,40 
Atm. nur 40% der Bakterienmasse (Tab. 5). Bei héheren Zuckerkonzen- 
trationen iiber 1,5%, kann die Schleimbildung sogar den doppelten bis 
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dreifachen Wert erreichen. Die Kulturlésung wird dann allerdings derart 
viscos, da keine befriedigende Beliiftung mehr méglich ist und die Ver- 
suche vor volligem Zuckerverbrauch abgebrochen werden muBten. 

Es ist naheliegend, hieraus zu schlieBen, daB die Bildung von Schleim 
und anderen nichteiweiBhaltigen Zellinhaltsstoffen lediglich von der 
Sauerstoffversorgung abhangig ist und durch partiellen O,-Mangel ge- 
fordert wird, denn bei konstanter Beliiftungsintensitat wird nach starkem 
Zuwachs von Zellsubstanz gegen Ende des Wachstums sehr viel mehr O, 
verbraucht als zu Wachstumsbeginn, es wird also um so eher relativer 
O,-Mangel eintreten, je niedriger der O,-Partialdruck ist. DaB die Ver- 
haltnisse aber nicht so einfach liegen, zeigen die Versuche bei konstantem 
O,-Druck, aber steigender Beliiftungsintensitat (Tab. 5). Hier wird gerade 


Tabelle 5. Schleim- und Trockensubstanzbildung von Azotobacter vinelandii 1607 bei 
verschiedenen Beliiftungsintensitdten und O,-Partialdrucken 


Bakterien- Schleimtrocken-|Schleim, Prozent 
Po, Atm. trockensubstanz substanz der Bakterien- 
mg/ml mg/ml trockenmasse 
0,008 0,60 0,86 142.0 
0,04. 3,22 3,15 98,0 
0,21 2,92 1,70 58,4 
0,40 1,95 0,77 39,6 
Beliiftungs- 
intensitaten 
(Luft) 1/min/1 
0,125 2,1 0,67 32,0 
0,25 2,62 1,10 42,0 
0,5 2,92 1,70 58,4 
1,00 3,44 2,22 64,6 
3,0 3,58 2,52 70,5 


Trockensubstanzbildung zum Zeitpunkt maximaler Schleimbildung nach voll- 
standigem Glucoseverbrauch in 2—3 Parallelkulturen bestimmt. 


umgekehrt bei stirkster Beliiftung und damit bester O,-Versorgung am 
meisten Schleim gebildet, und die Schleimbildung geht auch mit abneh- 
mender Beliiftungsintensitat zuriick. O,-Mangel kann also nicht die 
Ursache sein. Auch der CO,-Gehalt der Durchliiftungsgase hat im Gegen- 
satz zu den Verhialtnissen bei Streptococcus bovis (Dain, NEAL u. SEELEY 
1956) keinen Einflu8. Beliiftungsversuche mit CO,-Gehalten von 0,02 
bis 3% zeigten keinerlei signifikante Unterschiede. 

Duaurip u. WILKINSON (1948) heben hervor, da8 die Schleimbildung 
nicht von bestimmten Einzelfaktoren abhangig ist, sondern daf sie 
immer dann einsetzt, wenn irgendeiner der wesentlichen Nahrstoffe 
auBer Kohlenhydraten bzw. der notwendigen Kulturbedingungen be- 
grenzender Faktor fiir das Wachstum wird. Dies dirfte auch fir die 
Bildung anderer nichteiweiShaltiger Zellinhaltssubstanzen gelten. Wie 
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bereits von RapLER (1955) betont wurde, scheint bei Azotobacter bei ge- 
steigerter Wachstumsgeschwindigkeit und Stoffwechselaktivitat in 
Beliiftungskulturen die N-Bindung begrenzender Faktor zu sein. Dafiir 
spricht auch die Tatsache, daB starke Reservesubstanzbildung erst gegen 
Ende des Wachstums und nur bei Bindung von Luftstickstoff und kaum 
bei N-heterotropher Ernaéhrung auftritt. Wenn die N-Bindung ins 
Minimum kommt, wird der Stoffwechsel in Richtung eines Kohlenhydrat- 
iiberschuB- oder Nebenstoffwechsels im Sinne von Foster (1949) auf 
Reservestoff bildung umgeleitet. Wird daher bei gleichbleibendem Po, die 
Beliiftungsintensitit verstairkt, erfolgt bei gleichbleibender Hohe der N- 
Bindung eine Steigerung der Wachstumsgeschwindigkeit, es kommt dann 
die Geschwindigkeit der N-Bindung ins Minimum. Bei konstanter Be- 
liiftungsintensitat und Anderung des O,-Partialdruckes nimmt bei zwar 
erhéhter, aber annahernd gleichbleibender Wachstumsgeschwindigkeit 
die Héhe der N-Bindung mit abnehmendem O,-Partialdruck zu. Héhere 
N-Bindung bedeutet aber eine mehr 6konomische Ausnutzung der C- 
Quelle. Bei stiirker gehemmter N-Bindung bei hohen O,-Partialdrucken 
wird also mehr Glucose zur Bindung von N verbraucht und steht damit 
weniger fiir den Kohlenhydratnebenstoffwechsel zur Verfiigung. 

Unter Umstanden ist bei hoheren O,-Partialdrucken auch mit erhohter 
Atmung zurechnen. Auf eine bei anderen Bakterien bisher nicht bekannte 
Abhangigkeit der Atmung vom O,-Partialdruck bei Azotobacter wurde 
allerdings mit vollig gegenteiligen Befunden sowohl von MEYERHOF u. 
Burk (1928) als auch von Frre (1943) hingewiesen. Nach direkter Be- 
stimmung des gebildeten CO, und gleichzeitiger calorischer Messung in 
standig beliifteter, wachsender Kultur kam Firr zu dem Ergebnis, daB die 
Atmung bei niedrigsten O,-Partialdrucken am geringsten ist und fast pro- 
portional mit ansteigendem O,-Druck bis zu einem Maximum bei Po, = 
0,80 Atm. zunimmt. MEYERHOF u. Burk (1928) fanden gerade umgekehrt 
bei Respirationsversuchen in der Warburg-Apparatur zwischen Po, 0,15 
bis 0,21 Atm. die starkste Atmung, die nach beiden Seiten schnell ab- 
nimmt. Nimmt man mit Fire, dessen Versuchsanordnung in etwa der 
unsrigen entspricht, erhéhte Atmung mit steigendem 0,-Partialdruck 
an, so laBt sich die verminderte Trockensubstanz- und Schleimausbeute 
auch durch verstirkte Veratmung der Kohlenstoffquelle erklaren. 


Schlu8betrachtungen 

Bei Assimilation gebundenen Stickstoffs (Ammon-N), wobei die 
Bindung von Luftstickstoff sofort gehemmt wird, reagiert Azotobacter 
auf Verbesserung der O,-Versorgung, sei es durch Steigerung der Be- 
liiftungsintensitit, sei es durch Erhéhung des O,-Partialdrucks, genauso 
wie die zum Vergleich herangezogenen, streng aeroben N-Heterotrophen 
Serratia und Torula mit gesteigerter Wachstumsgeschwindigkeit, 
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Trockensubstanz- und Eiweifbildung. Abgesehen von einer etwas 
starkeren Wachstumshemmung bei sehr hohen O,-Partialdrucken kann 
Azotobacter bei N-heterotropher Ernéhrung also durchaus als aerober 
Organismus angesehen werden. 

Aber auch bei Bindung von Luftstickstoff ist der aerobe Charakter 
nicht abzusprechen. Bessere Sauerstoffversorgung, gleichgiiltig ob durch 
VergroBerung der Oberflaiche oder Zusatz von. Agar bei unbewegten 
Flissigkeitskulturen oder durch direkte Beliiftung und Steigerung der 
Beliftungsintensitét hervorgerufen, bewirkt auch hier eine Steigerung 
von Wachstum, Zellzahl und Trockensubstanzausbeute. Klar hiervon 
zu trennen ist die Wirksamkeit oder Grofe der N-Bindung, die definiert 
wird als die je Einheit verbrauchter C- Quelle fixierte Menge Stickstoff. 
Die Hohe der N-Bindung ist unabhingig von der Sauerstoffversorgung. 
Bei einer gegebenen Menge Glucose wird unter sonst gleichen Kultur- 
bedingungen immer dieselbe Menge Stickstoff fixiert, bei guter O,-Ver- 
sorgung und schnellem Wachstum in kiirzerer Zeit, bei geringer O,-Ver- 
sorgung und langsamem Wachstum in entsprechend langerer Zeit. Noch 
deutlicher als bei den Versuchen mit steigender Beliftung wird dies bei 
der von Raper (1955; Abb. 8, 8S. 348) gegebenen Gegeniiberstellung 
beliifteter und unbeliifteter Kulturen. Bei gleicher Glucoseanfangs- 
konzentration wird in beiden Fallen im Endeffekt genau dieselbe Menge 
Stickstoff fixiert. Nur ist bei Beliiftung die N-Bindung bereits nach 
45 Std beendet, wahrend das Wachstum bei unbeliifteten Kulturen fast 
400 Std andauert. Bei schnellem Wachstum wird die restliche, nicht zur 
N-Bindung verbrauchte Glucose zum Aufbau von nichteiweiBhaltiger 
Zellsubstanz, bei langsamem Wachstum vorwiegend im Betriebsstoff- 
wechsel verbraucht. 

Es kann nicht genug betont werden, daB die Hohe der N-Bindung 
(mg N/g Glucoseverbrauch) von der O,-Versorgung nicht beeinfluBt 
wird. Wie bereits eingangs erwahnt, findet man immer wieder die Angabe, 
da® die N-Bindung durch Sauerstoff geférdert wird. Dies ist aber héch- 
stens so zu verstehen, da8 bei besserer O,-VersorgunginderZeiteinheit 
mehr N gebunden wird, besagt dann aber nichts tiber die endgiiltige 
Hohe der N-Bindung. Die in diesem Zusammenhang von BurRIs u. 
Wirson (1947) aufgeworfene Frage kann also in dem Sinne beantwortet 
werden, da verbesserte O,-Versorgung lediglich giinstigere Energie- 
versorgung bedeutet und keinerlei Beziehungen zum Mechanismus der 
N-Fixierung selbst bestehen. 

Hindeutig dagegen ist die Héhe der N-Bindung bei konstanter Be- 
luftungsintensitat vom O,-Partialdruck abhangig. Im Gegensatz zu der 
Auffassung von Burk (1930) setzt, soweit man allein aus derartigen 
Wachstumsversuchen schlieBen kann, eine Wirkung des O,-Partialdruckes 
nur bei Bindung von Luftstickstoff ein. Bei Assimilation gebundenen 
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Stickstoffs ist keinerlei Effekt des O,-Partialdrucks nachweisbar. 
Entgegen friiheren Befunden von Winson u. Frep (1937) konnte spater 
mit verbesserter Versuchsmethodik auch bei Knéllchenbakterien gezeigt 
werden (Bonp 1950), daB hier ebenfalls der O,-Partialdruck nur auf die 
N-Fixierung und nicht auf die Assimilation gebundenen Stickstoffs 
einen Einflu8 hat. 

Da stirkste N-Bindung bei niedrigen O,-Partialdrucken erfolgt und 
mit zunehmendem O,-Partialdruck abnimmt oder gehemmt wird, kann 
es sich nicht um eine einfache Wirkung der Sauerstoffversorgung handeln, 
auch eine direkte enzymatische Hemmung oder toxische Wirkung des 
Sauerstoffs ist unwahrscheinlich. Vielmehr scheinen mittelbar die durch 
den 0,-Partialdruck bedingten Anderungen der Milieu- und Kultur- 
bedingungen fiir den Mechanismus der N-Fixierung eine Rolle zu spielen. 
Ein wesentlicher Hinweis dafiir ist die gefundene Abhangigkeit der 
Dauer der Induktions- oder lag-Phase vom O,-Partialdruck. Die Frage 
nach der Ursache der lag-Phase wahrend der Bakterienentwicklung ist 
vorlaufig noch wenig geklart. Neben der Bildung wachstumsnotwendiger 
Intermediarprodukte wie Glutaminsaure u. a. wird heute besonders der 
Einflu8B des Redoxpotentials diskutiert (HEwirr 1950). Danach ist die 
lag-Phase dadurch bedingt, daB es durch an die Bakterienzelle selbst 
gebundene reduzierende Aktivitaéten (SToLP 1955) zu einem Potential- 
abfall in der Kultur kommt und Wachstum erst dann einsetzen kann, 
wenn ein optimal niedriges Potential erreicht ist. Durch den O,-Partial- 
druck wird besonders bei Beliiftungskulturen das Redoxpotential wesent- 
lich beeinflu&t, diese durch die Bakterien selbst verursachte optimale 
Potentialeinstellung entweder geférdert oder gehemmt. Ahnlich erkliren 
auch Lworr u. Monon (1947) die bei Beliiftung gefundene Verlingerung 
der lag-Phase damit, da durch starke Beliiftung die Einstellung des fiir 
die Synthese oder Stoffwechsel der wachstumsnotwendigen Glutamin- 
sdure notwendigen Redoxpotentials verzégert wird. Mit Annahme einer 
derartigen Redoxpotentialwirkung finden auch die bisher nicht deut- 
baren Befunde von FEpEROw (1948) eine Erklarung, daB durch Ascorbin- 
séurezusatz in unbeliifteten Kulturen die Héhe der N-Bindung bis zu 
35% gesteigert werden kann. Weitere Versuche mit Redoxpotential- 
messungen bei verschiedenen O,-Partialdrucken, iiber die in Kiirze 
gesondert berichtet werden wird, lassen den SchluB zu, daB entscheiden- 
der Faktor fiir die Hohe der N-Bindung vornehmlich nur das vom 0,- 
Partialdruck beeinfluBte Redoxpotential ist. Sichtbarster Ausdruck 
dafiir im Wachstumsverlauf ist die Verzégerung der Induktions- oder 
lag-Phase. 

Ks erscheint auf Grund vorliegender Versuche nicht méglich, von einer 
ausgesprochenen Mikroaerophilie von Azotobacter im biologischen Sinne 
zu sprechen. Auch steht der Annahme einer Mikroaerophilie entgegen, 
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daB Azotobacter ein ausgeprigt oxydatives Atmungssystem besitzt und 
keinerlei unvollkommen oxydierte Stoffwechselprodukte bildet. Nach der 
von McBrz, Lamanna u. WEEKS (1955) gegebenen Definition ist Azoto- 
bacter eindeutig als aerober Organismus mit oxybiontischem Stoffwechsel 
anzusprechen. Inwieweit die Abhangigkeit der N-Bindung vom 0,- 
Partialdruck rein ékologisch von Bedeutung ist, scheint auf Grund der 
bisherigen Untersuchungen noch nicht absehbar, 


Zusammenfassung 


1. Bei Serratia marcescens, Torula utilis, Azotobacter vinelandii und 
drei physiologisch unterschiedlichen Stémmen von Azotobacter chroococ- 
cum wurde der Wachstumsverlauf bei verschiedenen Beliiftungsbedin- 
gungen im Kluyverkolben verfolgt. 

2. Verbesserung der O,-Versorgung durch Steigerung der Beliiftung 
oder Erhohung des O,-Partialdruckes bewirkt bei Serratia, Torula und 
Azotobacter im Falle N-heterotropher Ernahrung Steigerung von 
Wachstumsgeschwindigkeit, Trockensubstanzausbeute (O. K.) und Ei- 
weibbildung. 

3. Bei N-Fixierung werden bei Azotobacter durch verbesserte O,- 
Versorgung, z. B. bei Steigerung der Beliiftung, ebenfalls Wachstums- 
geschwindigkeit und Trockensubstanzbildung (O. K. ) erhéht, aber die 
Hohe der N-Bindung bleibt unbeeinfluBt und konstant. Der prozentuale 
HiweiBgehalt der Bakterienmasse nimmt mit zunehmender Beliftung ab, 
dafiir werden vermehrt nichteiweiBhaltige Reservesubstanzen gebildet. 

4. In Beliiftungskulturen liegt das Maximum der N-Bindung zu Beginn 
der lag-Phase. Mit zunehmendem Kulturalter nimmt die Hohe der N- 
Bindung ab. 

5. Nur die N-Fixierung, nicht die Assimilation gebundenen Stickstoffs 
wird durch den O,-Partialdruck beeinfluBt. Die N-Bindung ist bei 
niedrigen O,-Partialdrucken von 0,02—0,04 Atm. am gréBten (18—20 mg 
N/g Glucoseverbrauch) und nimmt mit ansteigendem O,-Partialdruck 
ab (Po, 0,21 Atm. = 183—14, Po, 0,40 Atm. = 10—11). Bei Po, = 0,60 
Atm. sind Wachstum und N-Bindung véllig gehemmt. 

6. Mit zunehmendem O,-Partialdruck wird bei gleichzeitig vermin- 
derter N-Bindung die Induktions- oder lag-Phase mehr und mehr ver- 
lingert. Diese ausschlieBlich vom O,-Partialdruck abhangige lag-Phasen- 
verzégerung wird weder durch Alter und Menge des Impfmaterials noch 
durch CO, oder andere Kulturbedingungen beeinfluBt. 

7. Starke Bildung nichteiweiShaltiger Reservesubstanzen oder Schleim 
erfolgt unabhangig von der O,-Versorgung und scheint dadurch be- 
stimmt zu sein, daB bei gesteigerter Wachstumsgeschwindigkeit in 
Beliiftungskulturen die N-Bindung begrenzender Wachstumsfaktor 


wird. 
5 * 
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8. Es wird angenommen und erértert, daB es sich bei der Abhangigkeit 
der N-Bindung vom O,-Partialdruck nicht um eine einfache Wirkung der 
O,-Versorgung, direkte enzymatische Hemmung oder toxische Wirkung 
des Sauerstoffs handelt, sondern daB vielmehr die durch den O,-Partial- 
druck bedingten Anderungen der Milieu- oder Kulturbedingungen fiir 
den Mechanismus der N-Bindung eine Rolle spielen. Die lag-Phasen- 
verzogerung deutet auf einen Effekt des Redoxpotentials hin. 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
Frau D. Scuénporn, geb. Scuwarz, sei fiir ihre gewissenhafte Mitarbeit bei 
Durchfiithrung der Versuche freundlichst gedankt. 
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_ A large amount of information on the beneficial activities of earth- 
worms has accumulated. The rich chemical composition of casts as well 
as the burrowing and ploughing action of worms are well known, but 
there are few studies of the microflora in the intestinal tract of earth- 
worms. 


Louts Pasteur isolated Bacillus anthracis from the intestine of the earthworm 
and ascribed to it the role of disseminating anthrax (Dusos 1951). BassatrK (1913a) 
isolated more than 50 species of bacteria from the alimentary canal of the earthworm, 
Lumbricus terrestris. He found no difference between the types of bacteria isolated 
from the gizzard, intestine and casts and those present in the soil from which they 
were collected. BassaLik (1913b) also reported the isolation of a red-pigmented, 
oxalate decomposing organism, Bacillus extorquens, from the excreta of an earth- 
worm which had ingested plant material containing calcium oxalate. AICHBERGER 
(1914) observed that no diatoms, blue-green algae, desmids, yeasts or rhizopods 
were found alive in the alimentary canal of the worm. TayLor (1917) and RatuBun 
(1918) considered earthworms as disseminating agents of spores of soil fungi like 
Fusarium. Hnymons (1923) described the intestine of the worm as a breeding place 
for bacteria. Ditaautt (1927) reported that earthworms play a part in spreading 
bacteria in deeper levels of the soil. According to Drnaunay (1927) bacteria are 
responsible for the degradation of urea in the intestinal tract of earthworms. 
Sr6ckx1 (1928) found a larger number of microorganisms present in worm casts than 
in soil. Taomson (1934) thought that bacteria in the soil are brought up to the 
surface in casts and visualised the possibility of the spread of the tetanus bacillus 
through this agency. GIANFERRARI and Canton (1936) found a microorganism, 
resembling the mucous capsulated bacteria and the semi-colon group, to be regularly 
present in Lumbricus terrestris. SmirH and CLARK (1938) isolated from the earth- 
worm intestine a non-sporeforming, Gram-negative bacterium which displayed the 
interesting phenomenon of rotating colonies. 

RussELu (1950) pointed out that the microflora present in the earthworm gut 
may bring about the breakdown of organic matter and thus make the casts richer in 
plant nutrients. He further stated that the earthworm intestine may be the site for 
lignin oxidation and humus formation. Swapy (1950) states that the intestinal 
bacteria of earthworms produce gums which cement the casts into waterstable 
aggregates. Day (1950) found that the total number of bacteria, actinomycetes, and 
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fungi did not show any consistent increase or decrease in fresh casts of L. terrestris} 
as compared to soil. He observed that, whilst passing through the earthworm 
intestine, nitrifying bacteria did not undergo any considerable increase or decrease } 
in numbers; Bacillus cereus var. mycoides, however, underwent slight reduction int 
numbers, while Serratia marcescens was completely killed. Tracey (1951) reported | 
the existence of cellulase and chitinase in British earthworms and suggested the} 
possibility of these enzymes being produced by microorganisms living in their: 
intestines. 

Information on the microorganisms associated with the Indian earthworm is even | 
rarer. KrLKAR (1949) seems to have been the only person who did some work in this | 
connection. He observed that the number of bacteria, as seen on nutrient agar’ 
plates, was generally less in casts but that the nitrifying power of the casts was | 
higher than that of the corresponding soils. 


From this survey of literature it would appear that BAssALIK was the | 
only investigator who made an elaborate attempt at isolation and study ' 
of the microflora associated with the alimentary canal of the European . 
species of earthworms. In this paper is presented for the first time a. 
report on the types of microorganisms isolated from the intestinal tract. 
of common Indian earthworms with the help of the enrichment cultures, 
and to a limited extent routine culture methods. 


Experimental 


Adult worms, mostly Pheretima species, were collected from different localities in 
and around Bombay about 6 to 8 weeks after the beginning of the South West 
monsoons. Within a few hours the worms were used for the extraction of their 
intestinal contents (KHAMBATA and Buar 1953a; Kuampata 1954). A suspension 
of these, separate for each worm, was made in tubes of sterile physiological saline. 
During the course of 4 monsoon seasons 60 earthworms were experimented upon. 
One ml. of the suspension of intestinal contents was used as the inoculum for the 
various enrichment culture media which were dispensed in 50 ml. amounts in 
250 ml. Erlenmeyer flasks. 

The enrichment media employed were: a) Baar and Barker’s medium (1948) 
modified by the incorporation of 0.1 per cent yeast extract for oxalate decomposing 
microorganisms.—b) A cellulose medium for the enrichment of cellulose utilising 
microorganisms. (The medium was made up as follows: sodium nitrate 2.5 gm.; 
dipotassium phosphate 1.0 gm.; magnesium sulphate 1.0 gm.; ferrous sulphate 
0.02 gm.; calcium sulphate 0.01 gm.; distilled water 1 litre; py = 7.)—c) AsuBy’s 
mannitol nitrogen-free medium and Smirx’s modification (1934) thereof (by 
substituting dextrin for mannitol as the carbon source), for nitrogen fixing micro- 
organisms.—d) Ammonium sulphate medium for the enrichment of nitrosifying 
microorganisms.—e) Sodium nitrite medium for nitrifying microorganisms.— 
f) Asparagine medium (KHamBata and Buar 1955b) for the isolation of asparagine 
utilising microorganisms. 

The cellulose enrichment medium was the only one for which aerobic and 
anaerobic conditions were provided. These enrichments were set up in 30 ml. 
capacity, narrow-necked, glass stoppered bottles filled to the top. After experiment- 
ing with 22 worms, the anaerobic cellulose enrichments were discontinued as it was 
found that they yielded isolates which grew equally well under aerobic conditions. 

The suspensions obtained from the earthworm intestines were also used for 
inoculating the 2 routine media employed in this investigation, viz., nutrient agar 
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and MacConkey’s agar, the former for the isolation of heterotrophic microorganisms 
and the latter for the isolation of entero-bacteria. The enrichment and routine 
culture media were kept at room temperature (27°—30° C.). 

After successful passage through the second and third enrichment, pure cultures 
were achieved by streaking on the corresponding agar media. In the case of cellulose 
enrichments nutrient agar with 1 per cent starch and CzapPEK’s agar were used, the 
former for isolating bacteria and the latter for actinomycetes and moulds. 

The nitrosifying and nitrifying enrichments did not produce any growth and 
hence solid media for their isolation were not used. These enrichments were aban- 
doned after the preliminary stage of our studies on 22 earthworms. Likewise, the 
nitrogen-free enrichment media were replaced by the asparagine enrichment medium 
after using them for the first 22 earthworms. 

The isolates obtained from the various enrichment media and from the routine 
nutrient agar medium were subjected to a detailed microbiological examination. For 
their characterisation and identification the methods and descriptions laid down by 
the Society of American Bacteriologists (1946), BREED et al. (1948), Smrru et al. 
(1952), Skrynur et al. (1947), Waxsman (1950), and SmrrxH (1946) were used. A few 
difficult soil fungi were identified by Dr. R. 8. Vasupnva, Head of the Division of 
Mycology and Plant Pathology, Indian Agricultural Research Institute, New Delhi, 
to whom the authors are indebted. 


Results and Discussion 


The microbiological examination of 60 earthworms resulted in the 
demonstration of a mixed heterogeneous microflora consisting of a total 
number of 343 isolates. They will be discussed in two sections, viz., 
Bacteria (++ Actinomycetes) and Moulds. The majority of the isolates 
fall in the first named group. The moulds were encountered only in 
nitrogen-free and cellulose enrichment media. The results recorded are 
summarised in Table 1. 


Table 1. Number and types of microorganisms obtained from different media 


I: number of earthworms examined. II: total number of isolates. IIT: Name and 
number of strains of each isolate. 

Oxalate enrichment: I: 60. II: 18. III: 2 Mycobacterium lacticola 
(M. smegmatis). 3 Streptomyces sp. 6 Pseudomonas oxalaticus. 2 Bact. oxalaticum. 
1 Coryneform soil bacterium. 1 Vibrio sp. 3 Unidentified bacteria (resembling 
P. extorquens). 

Cellulose enrichment: I: 60. II:124. ILI: 11 Pseudomonas sp. 5 Cell- 
vibrio sp. 4 Vibrio sp. 1 Escherichia coli. 1 Bacillus megatertum. 3 M icro- 
coccus sp. 14 Coryneform soil bacteria. 23 Nocardia corallina. 5 Nocardia sp. 
21 Streptomyces sp. 12 Aspergillus sp. 7 Fusarium sp. 3 Penicillium sp. 
1 Acremonium sp. 13 Unidentified cellulolytic soil fungi. 

Nitrogen-free enrichment: I: 22. Il: 30. III: 7 Rhizobium-like sp. 
4 Azotobacter chroococcum. 3 Unidentified slime bacteria. 1 Unidentified bac- 
terium. 1 Gaffkya sp. 2 Streptomyces cellulosae. 1 Streptomyces sp. 1 Nocardia 
rubra. 1 Nocardia corallina. 8 Penicillium sp. 2 Aspergillus sp. 

Asparagine enrichment: I: 38. II: 42. III: 20 Coryneform soil bacteria. 
16 Bacillus megaterium. 3 Bacillus firmus. 2 Pseudomonas sp. 1 Streptomyces sp. 
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Nitrosifying enrichment: I: 22. I: Nil. II: Nil. 

Nitrifying enrichment: I: 22. II: Nil. HI: Nil. 

Nutrient agar: I: 60. IL: 129. III: 29 Bacillus cereus. 7 Bacillus cereus 
var. mycoides. 31 Bacillus megaterium. 23 Bacillus subtilis. 13 Bacillus firmus. 
7 Bacillus circulans. 1 Variant of Bacillus circulans. 11 Gaffkya sp. 4 Variant of 
Micrococcus awrantiacus. 1 Micrococcus sp. 2 Pseudomonas sp. 


MacConkey’s agar: I: 22. II: Nil. II: Nil. 


Bacteria and Actinomycetes 
Oxalate enrichment 


18 isolates were obtained from oxalate enrichment media. At first 
sight the total number of isolates obtained from 60 worms seems 
low. However, in view of the toxic nature of oxalic acid and the relatively 
rare occurrence of microbial oxalate decomposers, 18 isolates is a good 
number. Moreover, most of the Streptomycetes isolated from cellulose 
and other enrichments shared the property of oxalate decomposition 
(though in the presence of yeast extract only); but these are not in- 
cluded among the 18 isolates. 

5 of the 18 isolates belonged to the Actinomycetales. Two strains 
of Mycobacterium lacticola (M. smegmatis) and 3 Streptomyces species 
were found. Oxalate decomposing ability of the Mycobacteria has been 
reported by Kuampata and Buat (1955a). The Streptomycetes too have 
been reported to decompose oxalate in the presence of yeast extract by 
the same authors (1954). 

13 of the oxalate isolates belonged to the Eubacteriales. 6 of 
these are strains of Pseudomonas oxalaticus described by KHAMBATA and 
Buat (1953a). Two more isolates are strains of yet another oxalate 
decomposer, Bacterium oxalaticum, also described by KHAMBATA and 
Buat (1953b). Three strains of a polarly flagellated bacterium producing 
a red, non water-soluble pigment resembled BAssaLrK’s (1913b) Bacillus 
extorquens—now reisolated and reclassified as Pseudomonas extorquens 
by Lupmina JANora (1956). Our strains may be placed in Pseudomonas 
for their polar flagellation. They showed however irregularities in mor- 
phology, and till a direct comparison with JaNnora’s culture can be 
made we refrain from placing them in the Pseudomonadaceae. As yet 
a description of these isolates has not been published but their ability 
to decompose oxalate has been reported (KHAMBATA 1954, BuatT and 
Kuampata 1955). Further, a single isolate of a Gram-negative, slender, 
filamentous, sluggishly motile and polarly flagellated, rod-shaped organ- 
ism occasionally displaying branching and oval, vacuolated unstained 
areas, was isolated. This isolate, like the Streptomyces, decomposed 
oxalate only in the presence of yeast extract. It appears to be related 
to the soil coryneform group of bacteria. Lastly, an oxalate decomposing 
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Vibrio was also encountered. This differed widely from Buat and Bar- 
KER’s Vibrio oxaliticus (1948) which is the only vibrio so far reported 
to be able to decompose oxalate. As only one isolation of the vibrio has 
been made and also of the coryneform (mentioned above), these cannot 
be claimed as new species (KHAMBATA 1954). 

The capacity to decompose oxalate by the various isolates was eviden- 
ced by their ability to form clear zones or haloes when grown on calcium 
oxalate agar as also by permanganate titration. 


Cellulose enrichment 


_ All cellulose enrichment isolates were tested for their ability to utilise 
cellulose by the following methods: 


1. The China-blue-rosolic acid-cellulose agar method of Sanporn (1926, 1927) 
modified by substituting ashless cellulose powder (Whatman) for cotton in the 
medium. This method did not give satisfactory results. 

2. Filter paper strips partially submerged in test tubes or petri dishes containing a 
mineral solution were inoculated, and the growth on, or disintegration of, filter 
paper, if any, was noted. The mineral solution was the same as for the enrichment of 
these organisms. A simple mineral medium for aerobic cellulolytic bacteria (DuBos 
1928) was also used. The ability of bacteria to attack filter paper strips in 1 per cent 
peptone water was also tested. 

3. The manganese dioxide decolouration method used by SOHNGEN (1914) gave 
reliable results. The method consists in precipitating manganese dioxide on filter 
paper resulting in a brown colouring. A disc of such paper is moistened in a sterile 
mineral solution in a petri dish and inoculated. The acids produced during cellulose 
decomposition act on the manganese dioxide forming colourless manganese salts. 
The method is useful because white or colourless growths of bacteria on white filter 
paper are difficult to observe. 


The cellulose enrichments yielded 39 bacteria and 49 actinomycetes. 
The aerobic enrichments resulted in the isolation of 6 Pseudomonas sp., 
1 Gram positive tetrad, Micrococcus sp., producing a lemon yellow 
pigment, 1 Bacillus megaterium, 4 Vibrio sp., and 14 isolates of a lemon 
yellow pigmented coryneform soil bacterium. The anaerobic cultures 
provided 5 Cellvibrio sp., 1 Escherichia coli, 5 Pseudomonas sp., 1 orange 
pigmented Micrococcus sp., and a lemon yellow pigmented coccal tetrad. 
All the isolates obtained from anaerobic enrichments grew well under 
aerobic conditions and were therefore maintained and studied under 
aerobic conditions. 

The tetrad from aerobic enrichments utilised cellulose well giving a 
fairly good lemon yellow pigmented growth on filter paper moistened 
with mineral solution. A similar observation of tetrads growing on filter 
paper was made previously in this laboratory by Loso (1950). 

That 11 pseudomonads were isolated from cellulose enrichments is not 
surprising inasmuch as Logo. (1950), working on the human intestinal 
microflora, had isolated a large number of pseudomonads from cellulose 
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enrichments. The pseudomonads isolated by us gave poor or no growth 
on filter paper when tested in pure cultures by various methods of 
assaying cellulolytic activity. Some of the isolates, however, utilised 
cellobiose well. A large number of Pseudomonas species connected with 
cellulose decomposition have been listed by Srv (1951). Pseudomonads 
have also been observed to be associated with deteriorating fish nets 
and cordage (Frerras and Buat 1954). It is therefore not surprising 
that pseudomonads have been found in recent years to be concerned in 
cellulose decomposition (UEDA et al. 1952). The fact that our isolates 
were obtained from cellulose enrichments and their ability to utilise 
cellobiose, together with the observations of other workers, indicates a 
certain role of Pseudomonas in cellulose decomposition. 

The 5 Cellvibrio cultures exhibited cellulolytic activity when tested 
by the manganese dioxide decolouration method as indicated by the 
formation of large, white patches on the brown paper within 3 weeks. 
They failed to give any signs of growth on filter paper with mineral 
solution, but with peptone complete disintegration of the paper at the 
interface of liquid and air took place, even without agitation. Before 
disintegration a well defined pale yellow ring was seen on the filter paper 
at the interface. The strains could also utilise cellobiose, though only 
slightly. They resembled in several respects Cellvibrio fulvus. 

Although Parr (1937) reported the capacity of members of the Coli- 
Aerogenes group to grow in cellulose containing environments, we do not 
attach any significance to the isolation of 1 single non-cellulolytic 
E. coli which, incidentally, was the only coliform organism to be isolated 
during our studies on the earthworm intestinal flora. Similarly, the 
chance finding of a single isolate of Bac. megaterium, in our opinion, 
is of no significance. 

The 4 pale yellow Vibrio species could not utilise cellobiose in a mineral 
medium. They gave no growth in Dusos’ cellulose medium, nor did they 
attack filter paper in peptone water. By the manganese decolouration 
method, however, they showed cellulolytic activity by producing slight 
white coloured patches on the brown filter paper. The organisms were 
classified as vibrios because of their Gram negative, curved rodlike 
shape and polar flagellation; but motility was indistinct. Nutritionally, 
they resembled the coryneform soil bacteria obtained from the aspara- 
gine enrichments (KHAMBATA and Buar 1955b). 

Lastly, 14 strains of a polar flagellated, coryneform soil bacterium 
were obtained from the cellulose enrichments, but the ability to utilise 
cellulose was not demonstrable by any of the assay methods, although 
cellobiose in a mineral solution was slightly utilised. These isolates 
closely resembled the flagellated coryneform bacteria isolated from 
asparagine enrichment media (KHamBaATA and Buat 1955b). 
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Of the 49 Actinomycetes isolated from cellulose enrichments, 28 be- 
longed to the genus Nocardia and the remaining 21 to the Strepto- 
myces. 23 of the nocardias were identified as Nocardia corallina. 
All the N. corallina isolates, when grown on ASHBY’s nitrogen-free 
agar, showed the peculiar bipolar staining granules, thus confirming the 
authors’ earlier observations in collaboration with VaKin (1952). 

The NV. corallina strains did not reveal any cellulolytic activity but 
they did utilise fairly well cellobiose as a sole carbon source in a mineral 
solution. In spite of our failure to demonstrate cellulose decomposition, 
Freitas and Baar (1954) observed that N.corallina obtained from 
rotting fish nets utilised cellulose even in a mineral solution. In this 
connection it is worthwhile noting what Sru (1951) says: “It must be 
remembered that most of the tests for cellulolytic activity have been 
based on relatively pure cellulose as the sole source of carbon. Such tests 
may not detect those species of microorganisms which are not able to 
grow on cellulose without supplementary organic compounds.” Again, 
SHRIKHANDE (1933) observed that Mycobacterium agreste (syn. N. coral- 
lina), when grown on straw, digested about 14 per cent in 24 days, nearly 
half of which was cellulose. Referring to this observation, Sru (1951) 
remarked that some of the microorganisms classified at present as non- 
cellulolytic may turn out to be cellulolytic on detailed nutritional studies 
involving growth supplements. With what has been said above regarding 
N. corallina, and bearing in mind its very frequent isolation from cellulose 
enrichments by us, it can be said that N. corallina seems to play some 
part in the degradation of cellulose in the earthworm intestinal tract, 
perhaps in association with other microbial inhabitants of the intestines. 

5 more strains of an unidentified Nocardia sp. were isolated (from 
the anaerobic cellulose enrichments). They utilised cellobiose feebly, 
gave slight growth on filter paper moistened with mineral solution, but 
grew extremely well on filter paper strips in peptone water, especially 
near the surface of the liquid. On incubation for 60 days and subsequent 
agitation, the filter paper broke near the liquid-air interface. 

Of the 21 Streptomyces, 2 were identified as Str. cellulosae or at least 
closely related to it. The others could not be identified. Most of the 
Streptomycetes from earthworms (including those isolated from enrich- 
ments other than cellulose) utilised cellulose very well. Most of these 
also possess the property of oxalate decomposition in the presence of 
yeast extract as already reported by us (KHamBaTa and BHAT 1954). 

All the Streptomycetes collected during our investigations were tested 
for antibacterial activity with the agar cross streak method against 
Bacillus subtilis, Micrococcus pyogenes var. aureus (F.D.A. 309), Esche- 
richia coli var. communior (strain supplied by the King Edward Memorial 
Hospital, Bombay) and Salmonella typhosa (Felix, Ty 2). None showed 
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any activity whatsoever against S. typhosa or E. coli. 3 showed 
slight activity against M. pyogenes. 7 displayed slight activity 
against Bac. subtilis, while only 1 was fairly active against it. ROUTIEN 
and Frytay (1952) also found that “earthworm guts were disappoin- 
tingly devoid of interesting antagonists’. 


Nitrogen-free enrichment 

A study of the intestinal contents of 22 earthworms resulted in the 
isolation of 16 Bacteria and 5 Actinomycetes. 

Of the 16 Bacteria, 11 were obtained from AsHBy’s mannitol nitrogen-— 
free enrichments and 5 from the nitrogen-free dextrin enrichments. The 
former 11 isolates consisted of 4 Rhizobium-like organisms, 2 strains of — 
Azotobacter chroococcum, 1 Gaffkya sp., 3 unidentified slime bacteria and 
1 unidentified bacterium. The dextrin enrichment isolates consisted of | 
3 Rhizobium-like organisms and 2 strains of Azotobacter chroococcum. — 
Nutritional experiments on some of the bacterial isolates revealed that 
they were able to utilise atmospheric nitrogen to a small degree. 

Of the 5 Actinomycetes isolated, 2 Nocardias and 2 Streptomycetes were 
from mannitol enrichments and only 1 Streptomycete from dextrin 
enrichment. The 2 Nocardias were identified as NV. rubra and JN. corallina. 
A description of these together with their morphological peculiarities 
on AsHBY’s agar has been published elsewhere (Vaxtn et al. 1952). The 
Nocardias were obtained during the preliminary investigations on 2 worms 
from the oesophagus and gizzard respectively. 

One streptomycete each from the mannitol and dextrin enrichments 
was identified as Str. cellulosae. All the 3 streptomycetes from nitrogen- 
free enrichments were able to attack cellulose. Although frequent claims 
as to nitrogen fixation by actinomycetes have been made, we do not, 
just because they happened to be isolated from nitrogen-free media, 
claim nitrogen fixation by any of our actinomycetes. Symbiotic nitrogen 
fixing microorganisms have been reported to be associated with in- 
vertebrates (GROPENGIESSER 1925, PreRANTONI 1935, PEKLO 1946, 
Té6rH 1946) other than earthworms. The present paper is the first to 
report on the isolation of nitrogen fixing organisms from the intestine 
of earthworms. This indicates the possibility of the earthworm con- 
tributing to soil fertility. 


Nitrosifying and nitrifying enrichments 
The nitrosifying and nitrifying enrichments did not yield any isolate 
on experimentation with 22 earthworms and hence were discontinued 
at a later stage. That no nitrifiers were found is rather surprising in view 
of the many reports on increased nitrification in earthworm bearing 
soils. Nevertheless, the observation of CoHmN and Lmwrs (1949) that a 
good proportion of the excreted matter from the worms is ammonia 
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suggests that bacteria having the ability to utilise ammonia are perhaps 
not present in the intestinal tract of earthworms. 


Asparagine enrichment 

As already mentioned, after working on 22 worms the nitrogen-free 
enrichments were replaced by setting up asparagine enrichment media 
for the remaining 38 worms. Of the 42 organisms isolated, only one was 
an actinomycete—a cellulolytic Streptomyces sp. The remaining 41 bac- 
terial isolates were as follows: 16 cultures of Bac. megaterium, 3 of Bac. 
firmus, 2 Pseudomonas sp., and 20 strains of a Gram-variable, doubt- 
fully motile, polar flagellated, occasionally branched, irregular, rod- 
shaped microorganism classified as soil coryneform bacterium. These 
flagellated coryneform bacteria have already been described in detail 
by KuampBata and Buat (1955b). However, asparagine was not suitable 
as the sole carbon and nitrogen source for the coryneform isolates. With 
ammoniacal nitrogen as an additional nitrogen source the growth was 
better, and with the further addition of thiamine this was more marked, 
though the growth was still not profuse. The Bac. megateriwm and 
Pseudomonas isolates utilised asparagine as the sole source of carbon 
and nitrogen extremely well though it served only partially for Bac. 
firmus. A striking observation was the frequent association of Bac. 
megaterrum with the coryneform bacteria in asparagine enrichments as 
shown by the isolation of 16 strains of the former and 20 of the latter. 
The ability of Bac. megaterium to utilise asparagine so well may perhaps 
explain why the coryneforms were frequently isolated from asparagine 
enrichments even though they could not readily utilise asparagine. 


Nutrient agar 


In all, 129 bacteria were isolated from nutrient agar plates, 111 of 
which were sporeforming Bacilli, 11 were Gaffkya sp., 5 Micrococcus sp., 
and 2 Pseudomonas sp. 4 of the 5 Micrococci were starch hydrolysing 
variants of Micrococcus aurantiacus. Of the 111 Bacilli, 36 were Bac. 
cereus (7 of which were Bac. cereus var. mycoides), 31 Bac. megatervum, 
23 isolates of the Bac. subtilis group, 13 isolates of the Bac. firmus 
group, and 8 isolates of Bac. circulans, one of which was a nonstarch 
hydrolysing variant similar to the ones described and illustrated by 
Iver and Baar (1955). The 8 cultures of Bac. circulans exhibited the 
interesting phenomenon of migrating colonies on the surface of nutrient 
agar plates. 

MacConkey’s agar 

No growth took place when earthworm intestinal contents were spread 
heavily on agar plates. For the spreading of human infections of the 
intestinal tract the earthworm presents no danger. Living as it does on 
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human and animal wastes, including dung heaps, one would suspect 
this creature to carry intestinal pathogens derived from human source. 
The fact that the earthworm does not appear to carry in its intestine 
even Z. coli (except one strain isolated from cellulose enrichment) may 
suggest that the intestinal secretions of this animal, and perhaps the 
oxalates present therein, are the factors preventing the growth and 
survival of pathogenic bacteria. 


Moulds 
Nitrogen-free enrichment 


From AsHBy’s mannitol enrichments 4 Penicillia were obtained, while 
the dextrin enrichment yielded 4 Penicillia and 2 Aspergilli. As in the 
case of Actinomycetes, we do not claim any nitrogen fixation by these 
fungi just because they were isolated from nitrogen-free enrichments. — 
The 2 Aspergilli did not attack cellulose, but the Penicillia utilised 
cellulose fairly well. 


Cellulose enrichment 


The only other enrichment to yield moulds was the cellulose enrich- 
ment. Thirty six moulds were isolated from 60 worms. They were: 
7 Fusarium sp., 3 Penicillium sp., 12 Aspergillus sp., 1 Acremonium sp., 
and 13 unidentified soil fungi. Most of the isolates utilised cellulose in a 
mineral solution very well. 

It is a well known fact that many moulds, including species of Peni- 
cilium and Aspergillus, posses the property of decomposing cellulose 
(ScauEs 1915). Acremonium and Fusarium show also moderate to strong 
cellulolytic activity (Stu 1951). The moulds in the earthworm intestine 
play an important part in the decomposition of complex organic materials 
and thus contribute to the general fertility of the soil. However, there 
is one disturbing feature and this pertains to the isolation of cellulolytic, 
but at the same time strongly plant pathogenic, Fusariwm species. This 
corroborates to a certain extent the observations made by Taytor (1917) 
and Rarupun (1918) who ascribed the distribution of spores of soil 
fungi, like Fusarium, to earthworms. This would suggest the possibility 
of earthworms contributing phytopathogenic bacteria to the soil as well. 


Concluding Remarks 


Quite a number of common microorganisms (e.g. Pseudomonas, coryne- 
form bacteria, Nocardia, Streptomyces, Bacillus) live in the intestinal 
tract of the Indian earthworm as its normal flora. The isolates referred 
to in this paper have been described in detail in a doctoral dissertation 
(KampBata 1954). We have only been able to demonstrate a fragment 
of this unexplored field. We have restricted the enrichments to a few 
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substrates and very likely more members of the normal flora could be 
found by employing other substrates, such as starch, glucose, succinate, 
formate, acetate, as also other metabolites which the earthworm con- 
sumes in the course of its life activities. 


Summary 


1. The literature on the microorganisms in the intestine of earthworms 
is reviewed in the introduction. 

2. Our methods for the isolation of various types of microorganisms 
are described. 

3. The microbiological examination of 60 Indian earthworms mostly 
by enrichment culture methods resulted in the demonstration of a mixed 
microflora as represented by our 343 isolates. Their physiological acti- 
vities, such as oxalate decomposition, cellulose decomposition, nitrogen 
fixation and asparagine utilisation, are described and their implication 
in soil fertility pointed out. Some frequently occurring types like Pseudo- 
monas, coryneform Bacteria, Nocardias, Streptomycetes and sporeforming 
Bacilli compose the normal flora. 

4, Nitrosifying and nitrifying bacteria do not appear to be associated 
with the earthworm intestine. No coliform bacteria of significance from 
the public health point of view seem to be associated with the earthworm. 

5. The isolation of the cellulolytic, but at the same time plant patho- 
genic, Fusaria presents a problem in judging the practical value of the 
earthworms. 

6. The results suggest the earthworms to be important agents con- 
tributing to soil fertility. 
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(Aus dem Laboratorium fiir Protophytenkunde, Friedrich-Schiller- Universitat Jena) 


Untersuchungen an Microthamnion kiitzingianum Naeg. 


Von 
HELMUT PRAUSER 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 26, Juli 1957) 


Den Ausfiihrungen sei eine kurze Artcharakteristik vorangestellt, wie 
sie sich etwa zu Beginn der Arbeit bot: Microthamnion kiitzingianum ist 
eine in stehenden und langsam flieBenden Gewassern mit einer Basal- 
zelle auf Pflanzen oder Steinen fest- 
sitzende, oft abgerissen im Plankton 
vorkommende, griine, verzweigte, weit- 
verbreitete Alge, die eine Héhe von 
iiber 1 cm erreichen kann, meist aber 
in viel kleineren Exemplaren gefunden 
wird. Die Zellen besitzen eine diinne 
Cellulosemembran und enthalten einen 
Zellkern, einen griinen, plattenformi- 
gen, wandstandigen Chromatophor und 
Ol in kleineren oder gréBeren Tropfen, 
aber keine Starke. Die Fortpflanzung 
erfolgt durch birnen- bis spindelformige 
Zoosporen, die mit Ausnahme der Basal- 
zelle in allen Zellen zu je 4—30 gebildet 
werden kénnen und einen griinen Chro- 
matophor, einen orangeroten Augen- Abb. 1. Microthamnion kiitzingianum Nae 
fleck und zwei gleich- und korperlange Strictissimum-Form, 290mal 
GeiBeln besitzen. Darstellungen von 
Thalli bzw. Thallusteilen von M. kiitz. sind in der Literatur zu finden 
(s. u.). Abb. 1 zeigt eine sogenannte , Strictissimum-Form* (s. u.). 

Die Gattung Microthamnion ist mehrfach das Objekt von Beob- 
achtungen gewesen. So gehérte WM. kiitz. zu den ersten Algen, mit denen 
ernahrungsphysiologische Untersuchungen unternommen wurden (Mo- 
niscH 1895). Die letzten und griindlichsten Untersuchungen (PE&TERFI 
1933, 1937) sind offenbar nicht bekannt geworden. Auf sie hinzuweisen, 
ist eine der Aufgaben der vorliegenden Arbeit. Zum anderen soll ver- 
sucht werden, einige immer noch strittige Fragen endgiiltig zu klaren 
bzw. ihre Problematik zu erértern. 

1 Leider war nur die Dissertation (1937) zu beschaffen. 
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Material und Kultur 


Neben einem Material unbekannter Herkunft wurden zwei Stamme 
aus Griiben des Buntsandsteingebietes siidéstlich von Jena in Kultur 
genommen. Die Algen wurden auf festen (0,5—2°%, Agar) und in flissigen 
Substraten bei Tageslicht und Zimmertemperatur gezogen. Die Kombi- 
nation der Nahrsalze erfolgte nach BENECKE (Lésung b), PRINGSHEIM 
(Lésung fiir Micrasterias), DetMER u. BouRRELLY (L+C). Wahrend im 
ersten Jahr der Kultur mit BEnrcKE b-Lésungen und -Agarbéden gutes 
Wachstum und reichliche Zoosporenbildung erzielt wurden, zeigten sich 
allmahlich PringsHErm-Lésungen und -Béden iiberlegen. SchlieBlich 
ergaben BrenEcKE-Medien tiberhaupt kein Wachstum mehr und PRINGs- 
HEIM-Substrate nur ein sehr sparliches. Die Kultur wurde mit DETMER- 
Lésungen und -Béden und zum Schlu8B mit BourRELLy-L-+C-Medien 
erfolgreich fortgesetzt. Zu diesem auffallenden Verhalten lassen sich 
mancherlei Spekulationen anstellen; eine exakte Begriindung fehlt. 
Voraussetzung fiir physiologische Arbeiten war die Herstellung art- 
reiner, pilz- und bakterienfreier Kulturen. Uber zwei der angewendeten 
Verfahren sei kurz berichtet, weil sie sich als erfolgreich und verhaltnis- 
maBig einfach erwiesen und auch bei der Reinigung von anderen Ob- 
jekten helfen kénnen. 


1. Isolierung von Zoosporen, unbeweglichen Hinzelzellen und jungen Thalli mit 
Hilfe einer besonderen Pipette am Mikromanipulator (Gleitmikromanipulator von 
Zeiss, Jena). Die Pipetten werden aus weichem Glas (z.B. Thiiringer Thermometer- 
glas) mit einem inneren Miindungsdurchmesser von 25—60 « gezogen, 4—5 cm von 
der Miindung entfernt in einem Winkel von etwa 130° gebogen und nahe am hinteren 
Ende mit einem etwa 4 cm langen, lockeren Schlauchiiberzug versehen, der zu ihrer 
Festlegung im Nadelhalterbett mittels der Klemmschrauben dient. Nach Lockerung 
einer Klemmschraube kann die Pipette miihelos vor und zuriick bewegt werden, was 
bei Isolierungen aus gréBeren GefiBen von Vorteil ist. Beim Eintauchen der Miin- 
dung in Flissigkeit wird diese capillar in die enge Spitze eingesaugt. Dieser Sog wird 
zum Aufnehmen des Objektes in die Pipette benutzt. Druck liefert ein Aquarien- 
beliifter (z. B. ,,Hima-Neptun‘), der nach dem Prinzip einer Membranpumpe 
arbeitet und eine Schraube zum Regulieren des Luftstromes hat. Der Ansatzstutzen 
des Gerates wird mit einem diinnen Schlauch mit der Pipette verbunden und der 
Apparat so gestellt, daB die Schraube mit der linken Hand bequem zu bedienen ist, 
wiihrend die rechte am Trieb des Mikromanipulators liegt. Die Isolierung kann aus 
Loésungen und von Agaroberfliichen, die stets einen Fliissigkeitsfilm tragen, erfolgen. 
Je weniger Lésung mit dem Objekt iibertragen wird, um so geringer ist die Gefahr 
der Verunreinigung durch Fremdorganismen. 

Im einzelnen geht die Isolierung folgendermaBen vor sich: Die Miindung der 
sterilen Pipette wird in einen Tropfen steriler Lésung getaucht, von der eine Spur 
capillar eindringt. Mit dem Beliifter wird leichter Druck erzeugt, dessen GréBe an 
der Geschwindigkeit zu erkennen ist, mit der die Héhe der Fliissigkeitssdule in der 
Pipettenspitze abnimmt. Mit der Schraube liBt sich jede erforderliche Geschwindig- 
keit einstellen, auch Stillstand, der notwendig ist, wenn die Lésung je nach Wunsch 
bis auf einen oder wenige Millimeter aus der Pipette herausgedriickt ist. In diesem 
Zustand wird die Pipettenspitze unmittelbar an das Objekt gebracht und der Druck 
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voriibergehend ein wenig verringert. Das Objekt tritt dabei langsam ein und kann 
nach Abheben der Pipette in umgekehrter Weise mit einer sehr kleinen Fliissigkeits- 
menge auf ein anderes Substrat tiberimpft werden. Es kénnen auch mehrere 
Individuen auf einmal in die Pipette aufgenommen und dann einzeln verteilt 
werden. Wenn erforderlich, miissen die Objekte vor Ubertragung auf das neue 
Medium in steriler Losung gewaschen werden. 

Besonders bei Algen tragen unter ungiinstigen Voraussetzungen zuweilen schon 
jiingste Stadien in bzw. an ihren oft kaum wahrnehmbaren Gallerthiillen Bakterien, 
so daf} deren mechanische Abtrennung sehr schwierig werden kann. Deshalb wurde 
eine andere Moglichkeit gesucht. 

2. Erzxielung bakterienfreier Algenkulturen mit Hilfe von Antibioticis. Als erstes 

Antibioticum wurde Penicillin in Konzentrationen von 10, 50, 100 LE/ml angewen- 
det. Die Ergebnisse waren negativ. Ein Versuch mit Aureomycin lief auf folgenden 
Béden: 1. BenEecKE b-Agar (= Bb-Ag) zur Kontrolle; 2. Bb-Ag + 0,2°% Glucose als 
Kontrolle mit geférdertem Bakterienwachstum; 3. Bb-Ag + 3 y Aureomycin/ml; 
4, Bb-Ag + 15y Aureomycin/ml; 5. Bb-Ag + 30y Aureomycin/ml; 6. Bb-Ag +- 
15 y Aureomycin/ml + 0,2% Glucose. Kontrolliert wurde nach 4 und 14 Tagen. 
_ Bei den Konzentrationen von 15 und 30 y/ml war Bakterienwachstum zwar vor- 
handen, aber deutlich gehemmt. Auch auf den 3 y/ml enthaltenden Boden fanden 
sich Bezirke mit nur wenigen Kolonien. Am 14. Tage waren die Algen auf Bb-Ag und 
den aureomycinhaltigen Boden, auBer auf dem Agar Nr. 5, noch am Leben, wahrend 
sie auf den 0,2% Glucosesubstraten von Bakterien iitberwachsen und abgestorben 
waren. — Von einer Kultur auf Bb-Ag + 3 y Aureomycin/ml wurde Material in 2, 
20, 100, 200 y/ml actinomycinhaltige Bb-Fleischwasserlésung tibertragen. Wahrend 
sich in den ersten Lésungen Bakterienwachstum durch Triibungen anzeigte, konnte 
aus der ungetriibten vierten nach drei Tagen Microthamnion bakterienfrei auf Bb-Ag 
abgeimpft werden. Die Thalli begannen bereits nach 24 Std Schwarmer zu entlassen. 
In den actinomycinhaltigen Losungen kam es nirgends zur Schwarmerbildung. Die 
Algen machten vielmehr den Eindruck des Absterbens. Gleichzeitig gelang es, durch 
mehrfache Ubertragungen mit dem Mikromanipulator von einer 3 y/ml Aureomycin 
enthaltenden Platte bakterienfreie Kulturen zu erhalten. In diesem Falle waren 
durch das Antibioticum giinstigere Voraussetzungen zur mechanischen Tsolierung 
geschaffen worden, wahrend durch das Actinomycin die Bakterien vollstandig aus- 
geschaltet wurden. 

Es sind Anzeichen dafiir vorhanden, daB auch andere Algen weniger empfindlich 
gegen Antibiotica sind als die begleitenden Bakterien. Das Verfahren kénnte dann 
vor allem fiir mehrzellige Formen die Erzielung bakterienfreier Algenkulturen 
erleichtern. Selbstverstandlich wird der Erfolg von der Art der die Algen begleiten- 
den Bakterienflora abhangig sein. 

Tn allen Fallen wurde wahrend oder nach der Anwendung der Antibiotica (auch in 
absoluten Algenreinkulturen) eine Zunahme der Schwarmerbildung beobachtet. Dies 
diirfte nicht auf einen spezifischen Hinflu8 des jeweiligen Antibioticums zurick- 
zufiihren sein, sondern vielmehr auf eine ,,Anderung des Milieus™, die ja haufig von 
solchen Organismen in gleicher Weise beantwortet wird. 


Variabilitat der Zellgrépen und die Konsequenzen 
fiir die Artsystematik 


Die Durchsicht der Literatur zur Artsystematik der Gattung Micro- 
thamnion ergibt ein sehr verwirrendes Bild. Aber es ist hier nicht der 
Ort, die Geschichte des Wandels der systematischen Auffassungen dar- 
zulegen. Beschrieben wurden insgesamt 7 Arten. Ein Teil der Diagnosen 
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beruht auf der Untersuchung von fixiertem Material oder solchem, das 
nach Trocknung wieder aufgeweicht wurde, was bei einem so zarten 
Gebilde fast immer zu Veranderungen vieler zur Unterscheidung be- 
nutzten Merkmale fiihrt. Fiinf Arten wurden nur oder fast ausschlieBlich 
von ihren Autoren gefunden. Zwei Arten werden in der Literatur immer 
wieder genannt und kommen auch in Europa vor: Microthamnion kiitzin- 
gianum Naeg. und Microthamnion strictissimum Rabenh. Bereits Hans- 
GirG (1886) betrachtete die letztere als Varietét von Microthamnion 
kiitzingianum. Rayss (1929) kommt zum gleichen SchluB. Aber seine 
Ergebnisse sind wenig tiberzeugend, weil er Agarbéden mit sehr hohen 
Konzentrationen an organischen Substanzen benutzte, wie sie am Stand- 
ort auch nicht annahernd vorkommen. Die erzielten Strictissimum- 
Formen machen einen krankhaften Eindruck, was sich zahlenmafig in 
den.recht unterschiedlichen Dimensionen der Zellen eines Thallus wider- 
spiegelt. Erst Pérerrt (1937) hat im Experiment die vielfaltige Bedingt- 
heit der auBeren Gestalt erfaBt und sagt: ,,Die beiden Arten Micro- 
thamnion kiitzingianum Naeg. und Microthamnion strictissimum Rabenh, 
sind 6kologische Formen ein und derselben Art.“‘ Beide Autoren er- 
kannten im Zelldurchmesser (= Dm) und im Verhaltnis von Zellange zum 
Zelldurchmesser (= L/D-V) die einzigen exakt faBbaren Merkmale zur 
Unterscheidung der Arten bzw. Formen der Gattung. Es ist leicht einzu- 
sehen, daB andere Erscheinungen wie ThallusgréBe, dichte oder lockere 
Verzweigung, abstehende oder anliegende Zweige und Erkennbarkeit des 
Hauptstammes auf fortgeschrittenen Stadien — alles Merkmale, die zur 
Unterscheidung der beiden Arten herangezogen wurden (z. B. SCHMIDLE 
1899) — sich aus den unterschiedlichen Zelldimensionen ergeben. Und 
da diese Verhaltnisse variabel sind, nimmt es nicht wunder, daB die 
Trennung von Microthamnion kiitzingianum und Microthamnion stric- 
tissimum oft so schwer gefallen ist. 

In einer Reihe von Arbeiten lassen die Autoren ganz unterschiedliche 
Auffassungen ,,typischer Thalli von Microthamnion kiitzingianum er- 
kennen (RABENHORST 1868, ScumrpLE 1899, Hazen in Printz 1927, 
CHopat 1902, Cotiins 1909, GrEGER 1915, Rayss 1929, West in Frrrscu 
1948). SmrrH (1938) bildet nebeneinander einen Zweig von Microthamnion 
kiitzingianum und einen solchen von Microthamnion strictissimum ab, 
ohne daB sich ein bemerkenswerter Unterschied finden lieBe. Auch die 
eigenen Versuche ergaben die Méglichkeit der Umwandlung von Kiitzin- 
gianum- in Strictissimum-Formen und umgekehrt (Abb. 1). Es liegt 
offenbar eine ahnliche Verinderlichkeit vor, wie sie PascHER (1939) 
fiir Heterococcus caespitosus Vischer nachgewiesen hat. Nach dem gegen- 
wirtigen Stand der Kenntnisse scheint es daher gerechtfertigt und not- 
wendig, die Kiitzingianum- und Strictissimum-Formen als Grenzformen 
einer Art — Microthamnion kiitzingianum Naeg. — zu betrachten. In die 


Untersuchungen an Microthamnion kiitzingianum Naeg. 85 


folgende Zusammenstellung sind auch die beiden anderen, heute noch 
anerkannten (Rayss 1929, Beaur 1954), offenbar sehr seltenen, auBer- 
europaischen Arten der Gattung aufgenommen. 


Art L/D-V Dm 

Microthamnion kiitzingianum Naeg. . ....... 2 :1bis 8:1 2,6 bis 5,0 u 
Microthamnion exiguum Reinsch. . ........ fo21 bis) 231 1,5 bis 255 
Microthamnion curvatum West .......2.4.. 9 :1bis 12:1 1,6 bis 2,2 pn 


Microthamnion exiguum konnte danach als eine kleinere, Microtham- 
nion curvatum als eine gestrecktere Varietaét von Microthamnion kiitzin- 
gianum aufgefaBt werden. Microthamnion curvatum besitzt ferner ge- 
kriimmte Endzellen, wie sie in seltenen Fallen auch bei Microthamnion 
kiitzingianum, allerdings nur in Kulturen, beobachtet wurden. 


Sexuelle Fortpflanzung 


Mit Ausnahme von PfrerFt haben alle Autoren und auch ich keine 
Anhaltspunkte fiir sexuelle Fortpflanzung gefunden. Pérerri faBt alle 
Planogonidangien als Gametangien auf und gibt an, daB je 2—5 Gameten 
vor oder nach dem Verlassen der Gametangien zu Gametosporen (Zy- 
goten) verschmelzen, die nach dem Festsetzen ohne Ruhestadium direkt 
zu je einem neuen Thallus auskeimen. Andererseits kénnen sich Gameten 
ein und desselben Gametangiums auch als Parthenosporen verhalten, 
die in gleicher Weise zu neuen Thalli heranwachsen. Uber den Ort der 
Reduktionsteilung sagt Pérerrr nichts. Daf sich Schwarmer eines 
Gonidangiums teils als Gameten, teils als Zoosporen (Parthenosporen) 
verhalten kénnen, ist eine haufige Erscheinung, die von einem geringen 
Grad der Differenzierung zeugt und als ein Merkmal gewertet wird, 
das fiir eine gewisse Urspriinglichkeit der betreffenden Art spricht. 
Schon aus diesem Grunde ist es unwahrscheinlich, daB hier die Reduk- 
tionsteilung bei der Zygotenkeimung unter Degeneration dreier Kerne 
verlauft. So bleibt nur tibrig, die aus einer Zygote hervorgehenden Thalli 
als Diplonten, die aus den Parthenosporen entstehenden als Haplonten 
aufzufassen. Die Reduktionsteilung finde in den Gametangien auf den 
Diplonten statt. Andererseits treten nach PrERFI unter bestimmten 
Bedingungen Aplanosporangien und Aplanosporen auf, die er mit PRINTZ 
als reduzierte Zoosporen betrachtet. Da in meinen Stammen geschlecht- 
liche Fortpflanzung nicht beobachtet wurde, konnte ich all diesen Fragen 
nicht nachgehen. Das von mir untersuchte Material lieBe sich unter dem 
Blickwinkel PérerFis noch am einfachsten als haploides auffassen, das 
die Fahigkeit zur Kopulation verloren hatte, obwohl die gepriiften 
AuBeren Bedingungen denen von PSTERFI entsprachen. AbschlieBend sei 
auf das Vorkommen von Scheinkopulationen hingewiesen (Rayss), die 
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auch in den eigenen Kulturen beobachtet werden konnten. Uber den 
Entwicklungscyclus von Microthamnion kiitzingianum laBt sich an Hand 
der angeftihrten Befunde noch nichts Sicheres sagen. 


Ergdnzungen zur Cytologie 

Rayss machte auf Grund der Gestalt und des Verhaltens der Zoo- 
sporen, des Fehlens von Pyrenoiden und Starke und wegen einiger anderer 
Erscheinungen den Vorschlag, die Gattung Microthamnion in die Gruppe 
der Heterokonten aufzunehmen. Neuerdings fiihrt auch Skusa (1956) die 
Gattung in dieser Klasse auf. Obwohl nur wenige Objekte erschépfend 
untersucht sind, diirfen im Augen- 
blick das Vorkommen einer panto- 
nematischen GeiBel — meist neben 
einer akronematischen — und das 
Fehlen von Chlorophyll b als ab- 
grenzende Merkmale der Hetero- 
konten gegen die Chlorophyceen 
gelten. Starke fehlt den Hetero- 
konten stets, den Chlorophyceen oft. 


a) Assimilations- und Speicher- 
produkte. OLaBt sich mit Sudan IIT 
in Schwarmern und jiingeren Zellen 
in Form kleiner Trépfchen im peri- 
pheren Plasma anfarben. Mit zunehmendem Alter, vor allem beim Ab- 
sterben, kommt es zu groBen, kugeligen Ansammlungen im Inneren. 
Vereinzelte Starkekérner beschreiben nur RABENHORST (1868) und CooKE 
(1884). Alle anderen Autoren betonen das Fehlen von Starke. Im vor- 
liegenden Material lieBen sich Ansammlungen von groBen Starkekérnern 
neben mikroskopisch fast diffus verteilt erscheinender Starke in Alteren 
Thalli mit Jodjodkalium nachweisen. 


Abb. 2. Zoospore im Stadium vor dem Festsetzen. 
Etwa 3600 mal 


b) Pigmente. Die Untersuchungen von Algenpigmenten werden haufig: 
durch zu kleine Materialmengen behindert oder unméglich gemacht. 
Deshalb wurde die papierchromatographische Trennung der Pigmente 
versucht. Sie miflang nach den Methoden von Asami (1952), BavER 
(1952) sowie Lrnp, Lanr u. GLEASON (1953). Die Arbeiten von MArxkus 
(1952) und Hacer (1955, 1957) waren zur Zeit der Untersuchung nicht 
zuginglich oder noch nicht erschienen. SchlieBlich fiihrte ein einfaches 
Verfahren, tiber das in anderem Zusammenhang berichtet werden soll, 
zum Erfolg. Die Analyse ergab das Vorhandensein von Chlorophyll a 
und b, Carotin, Lutein und Violaxanthin. 


c) Begeifelung. Lichtmikroskopisch wurden an den Schwarmern langst 
zwei akrokonte, kérperlange GeiBeln gefunden. Es galt nunzu entscheiden, 
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ob beide PeitschengeiBeln sind oder ob eine von ihnen Flimmern be- 
sitzt. Eis wurde das Verfahren der Zielpraparation (SEIFERT u. ECKARDT 
1955) angewendet. Abb. 2 zeigt zwei Geifeln des akronematischen 
Typs. Welcher Art die den Geifelenden seitlich anliegenden Gebilde 
sind, ist ungeklart, hat aber in diesem Zusammenhang keine Be- 
deutung. 


Systematische SchluBfolgerung 


- Auf Grund der isokonten BegeiBelung, der Anwesenheit von Chloro- 
phyll b und des Vorkommens von Starke erweist sich Microthamnion 
ohne Zweifel als Chlorophycee. Nach meiner Auffassung sollte die Gattung 
abweichend von Fritscu (1948) zusammen mit Lochmiwm Printz, das 
weitgehend mit Microthamnion iibereinstimmt, und Thamniochaete Gay, 
unter AusschluB der Gattung Rhaphidonema Lagerheim, die weder sitzend, 
noch verzweigt ist, noch Zoosporenbildung zeigt, zu den Hrectae inner- 
halb der Familie der Chaetophoraceae gestellt werden. 


Zusammenfassung 


1. Es wurde Material von Microthamnion kiitzingianum Naeg. dreier 
verschiedener Herkiinfte untersucht. Von einem der Stamme wurde mit 
Hilfe einer neuen Mikropipette und unter Anwendung von Antibioticis 
eine absolute Reinkultur hergestellt. 

2.Die bisherigen Arten Microthamnion kiitzingianum Naeg. und 
Microthamnion strictissimum Rabenh. werden in Ubereinstimmung mit 
PérerFi als Grenzformen der Art Microthamnion kiitzingianum Naeg. 
aufgefaBt. 

3. Die von Pérerri beschriebene sexuelle Fortpflanzung konnte nicht 
beobachtet werden. Die Konsequenzen seiner Beobachtungen werden 
diskutiert. 

4. Alle Zellen enthalten auf allen Stadien Ol. Stirke tritt in den 
Thalli von alteren Kulturen auf. 

5. Microthamnion fiihrt Chlorophyll a und b, Carotin, Lutein und 
Violaxanthin. 

6. Die Zoosporen besitzen zwei gleich lange, apikal inserierte Peitschen- 
geiBeln mit gleichartiger Bewegung. 

7. Microthamnion ist eine Chlorophycee und sollte innerhalb der 
Chaetophoraceae mit Lochmium und Thamniochaete zur Gruppe der 
Erectae gezahlt werden. 


Herrn Prof. Dr. B. Scuussnia danke ich fiir die vielseitigen Anregungen und 
Ratschlage zur Arbeit. 

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden in der Forschungsstelle fiir 
Ubermikroskopie der Friedrich-Schiller-Universitat Jena gemacht. Mein Dank 
gilt Herrn Prof. Dr. A. EcKaRDT und Herrn Dr. L. SErrERT. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen) 


Untersuchungen an farblosen und rhodomycinbildenden 
Stammen von Streptomyces purpurascens Lindenbein 


Von 
Horst DOLLE 


Mit 7 ‘Textabbildungen 


(Hingegangen am 26. Juni 1957) 


Die Erscheinung einer Degeneration bei Mikroorganismen, so auch bei 
Streptomyces-Arten — den bekannten Antibioticabildnern — gewinnt 
in letzter Zeit immer mehr an Bedeutung. Man versteht darunter vor 
allen Dingen einen Riickgang bzw. Verlust der Antibioticabildung im 
Laufe der Kultivierung. » 


So berichten Wittiams u. McCoy (1953) von einem starken Nachlassen des 
Mycelwachstums und der Antibioticumbildung bei Streptomyces griseus. Mittels 
Hunger- und reichhaltiger EKiweiB-Nahrbéden versuchten sie, eine Regeneration zu 
ermoglichen. Dasselbe Problem tauchte bei Streptomyces purpurascens Lindenbein 
auf, dem Rhodomycinbildner. Frommer (1955, 1956) konnte feststellen, daB die 
rhodomycinbildenden Stamme auf Nahrbéden mit Glycerin als C- und Glykokoll als 
N-Quelle plotzlich stark im Mycelwachstum und der Rhodomycinbildung nach- 
lieBen. Hierbei kann es zum vollkommenen Verlust der Antibioticumbildung 
kommen, und der Stamm bleibt ganzlich farblos. Gute bzw. sehr gute Rhodomycin- 
ausbeuten wurden auf Nahrbéden mit Glycerin als C- und KNO, als N- Quelle 
gewonnen. Fiir die stark aktiven Rhodomycinbildner kam dieses auch in zu- 
nehmendem MaBe fiir Glykokoll als N- Quelle in Frage. Die Rhodomycinbildung als 
solche bezeichnet Frommer als Ergebnis eines luxurierenden Stoffwechsels im Sinne 
von Parcu (1950). Hiernach ist der Organismus unter den herrschenden Bedingun- 
gen nicht in der Lage, die gesamte Energie der Substrate auszunutzen. Es ist ihm 
somit leicht méglich, irgendwelche Nebenprodukte aufzubauen. Unter Umstanden 
sollen diese Stamme Vorstufen der Rhodomycine, die in ihrem Stoffwechsel an- 
fallen, bei Nahrungsmangel aber vollstandig aufgebraucht werden, als Wasserstoff- 
Donatoren verwenden. Dabei sollen sie das Chinonsystem aufbauen und dasselbe als 
Oxydationsendprodukt ausscheiden. Bei den zu diesen Versuchen notwendigen Vor- 
kulturen wurden die oben erwahnten farblosen Stémme auf Glycerin/Glykokoll- 
Nahrboden erhalten. Letztere sollen auch weitaus starker Saure bilden als diejenigen 
Stamme, die Rhodomycin ausscheiden. Es kénnte somit auch méglich sein, dab bei 
diesen farblosen Stéimmen unter den herrschenden Bedingungen die normale 
Atmung nicht mehr voll arbeitsfahig ist. Die Rhodomycinbildung wird nach 
Frommer zur Energiegewinnung und/oder zur Entfernung anfallender Stoffwechsel- 
produkte eingeschaltet. Im natiirlichen Stoffwechsel der Streptomyceten finden 
bei der Bildung der Humusstoffe vermutlich ahnliche chemische Umsetzungen 
statt (RrepeL-Batpes 1954; Kisvmr 1953/54). Hierbei werden die Wasserstoff- 
Donatoren jedoch von der Umgebung geliefert. 
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Aufgabe der vorliegenden Arbeit war ein méglichst eingehender stoff- 
wechselphysiologischer Vergleich zwischen farblosen und rhodomycin- 
bildenden Stimmen von Streptomyces purpurascens Lindenbein?. 


Methodik 


1. Gewinnung von Vorkulturen: Alle vier untersuchten Stémme von 
Streptomyces purpurascens Lindenbein wurden nochmals als Einsporkulturen? 
isoliert und in Schragréhrchen auf folgendem Nahrboden kultiviert: 0,1 NaCl; 
0,1 K,HPO,; 0,01 MgSO,- 7 H,0; 0,01 FeSO, +7 H,0; 0,01 CaCO,; 0,25 Glykokoll; 
2,0 Glycerin; 2,0 Agar; 100 Wasser; px 7,3. 

Um eine méglichst gleichmaBige Beimpfung der Nahrlésungen ohne Mycel und 
eventuell daranhaftenden Stoffwechselprodukten zu erhalten, wurden Sporen- 
suspensionen in sterilem Aqua dest. hergestellt. Hierbei muBte das langsame An- 
wachsen und die oftmals auftretende Kugelbildung mit in Kauf genommen werden. 
Die Methode der Mycelbeimpfung (PFrENNIG 1956), bei der die Kugelbildung nicht 
eintritt, konnte infolge der stoffwechselphysiologischen Untersuchungen nicht 
angewendet werden, da hierbei zu viel bereits vorhandene Stoffwechselprodukte mit 
eingeschleppt werden. Die Kultivierung erfolgte im Brutraum bei 28°C. Die Schittel- 
apparatur hatte die Frequenz von 152 Hin- und Herbewegungen in der Minute, 

2. Nahrbodenzusammensetzungen fiir die Regenerationsversuche: 
Bei den Versuchen zur Regeneration wurden zwei verschiedene anorganische 
Nahrstoffzusammensetzungen, als Basalmedium A und B bezeichnet, von folgender 
Zusammensetzung in 100 Wasser verwendet: Basalmedium A: NaCl 0,1; K,HPO, 
0,1; CaCO, 0,01; MgSO,- 7 H,O 0,01; FeSO,-7 H,O 0,01. — Basalmedium B: 
NaCl 0,5; K,HPO, 0,2; CaCl, 0,04; MgSO,-7H,O 0,1; FeSO,:7H,O 0,002; 
ZnSO, - 7 H,O 0,001. 

Als Kohlenstoff-Quelle wurden 2%, als Stickstoff-Quelle 0,25% der jeweils 
besonders angegebenen Substanz hinzugefiigt. Weitere Zusitze von Salzen werden 
an den jeweiligen Stellen besonders aufgezeigt. 

3. Atmungsmessungen an der Warburg-Apparatur: Sie wurden mit 
Hilfe der Warburg-Apparatur, Modell V der Firma B. Braun, Melsungen, durch- 
gefiihrt. Als Manometer dienten Doppelcapillarmanometer, als GefiBe wurden 
solche mit seitlichem Ansatz verwendet. Zur Herstellung der ruhenden Kulturen 
wurde das Mycel abzentrifugiert, mit Phosphatpuffer nach SORENSEN, der den 
gleichen pxa-Wert der Kulturlésung hatte, mehrmals gewaschen, abermals zentri- 
fugiert und das Mycel mit einer 19% igen sterilen Glycerinlésung aufgeschwemmt. 
Von dieser Aufschwemmung gelangten in jedes der dafiir vorgesehenen Warburg- 
GefaiBe 2 cm*. Der mittlere Zylinderraum wurde mit 0,2cm* einer 15% igen Kali- 
lauge versetzt. } 

Bei den wachsenden Kulturen wurde genau so verfahren. Das abzentrifugierte 
Mycel wurde jetzt aber im ersten Zentrifugat aufgeschwemmt. Von letzterer ge- 
langten dann 2 cm? in die dafiir vorgesehenen Warburg-GefaiBe. 

Das Zentrifugat wurde in ein steriles Kélbchen gegeben. Es zeigten sich niemals 
Hinweise dafiir, daB infolge des Zentrifugierens unter nicht-sterilen Bedingungen 
eine an sich mégliche Bakterieninfektion eingetreten war, die das Ergebnis hatte 
beeinflussen kénnen. Einzelne hineingelangte Keime konnten sich ja auch innerhalb 
der Versuchsdauer von 12—14 Std kaum bemerkbar machen. 


1 Fir die Uberlassung der untersuchten Stimme (S. 93) sei Herrn Prof. Dr. 
Brockmann bestens gedankt. 

* Herrn Prof. Dr. R. Meyer danke ich fiir die freundliche Unterstiitzung bei den 
Hinzell-Isolierungen. 
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Die Messungen mit der Warburg-Apparatur erfolgten bei der gleichen Tempera- 
tur wie im Brutraum (28° C). 

4. Trockenmycelgewichtsbestimmung: Es wurden Filter der Firma 
Schleicher & Schiill Nr. 597 (@ 9 cm), die vorher 24 Std im Exsiccator iiber Blaugel 
im Vacuum getrocknet und anschlieBend gewogen wurden, verwendet. Nach 
Abfiltrieren des Mycels wurde bei 105° C im Trockenschrank getrocknet, im Ex- 
siccator abermals 24 Std tber Blaugel im Vacuum stehen gelassen und dann 
gewogen. 

5. Rhodomycinon- Bestimmung: Nach Frommer (1955). 

6 Glycerin-Bestimmung: Nach Frommer (1955). 

7. Bestimmung des Gesamtgewichtes der gebildeten Aldo- und 
Ketoverbindungen: Das Filtrat der enteiweiBten Nahrlésung wird stark ein- 
geengt und mit 70 cm® 2,4-Dinitrophenylhydrazin-Lésung versetzt und ausgefallt. 
Die Lésung wird noch mehrfach eingeengt und nach Erkalten filtriert. Verwendet 
wurden abermals Filter der Firma Schleicher & Schill Nr. 597 (@ 9 em), die vorher 
24 Std im Exsiccator uber Blaugel im Vacuum getrocknet und anschlieBend 
gewogen wurden. Die Hydrazone wurden getrocknet, bis kein HCl-Geruch mehr 
auftrat, im Exsiccator tiber Blaugel 24 Std im Vacuum stehen gelassen und an- 
schlieBend gewogen. Weiterhin wurde noch die Léslichkeit der Hydrazone in den 
gelaufigen Lésungsmitteln untersucht [Vgl. auch HRuscuKa (1957)]. 

8. Bestimmung der organischen Fettsauren: 150 cm® der Nahrlésung 
werden mit einigen Kubikzentimetern 2n HCl versetzt und in eine KurscHER- 
SrrupeL-Apparatur gebracht. Die darauffolgende Extraktion mit Ather ist 
ungefahr 24 Std auf einem Sandbad durchzufiihren. Der Ather wird dann im Wasser- 
bad abgedampft und der verbleibende Rest auf 15 cm’ mit Aqua dest. aufgefiillt. 
Die qualitative Bestimmung der einzelnen organischen Fettsauren erfolgt mittels der 
Papierchromatographie. Als Lésungsmittel dienten: Fiir Essig-, Propion-, Butter-, 
Valerian-, Milch- und Capronsaure: n-Butanol: 1,5 n Ammoniak = 1:1. Sprith- 
mittel: 0,04°% Bromkresolgriin in einer Lisung Formalin: Athanol = 1:5; mit 
0,1 n NaOH auf px 5,0 bringen. Fiir Bernstein-, Citronen-, Apfel-, Glutar-, Oxal- 
und Brenztraubensiure: n-Propanol: Ammoniak = 60:40. Sprithmittel: 0,1% 
Bromphenolrot in Athanol; py etwa 7,0. 

9. Bestimmung des Substrat-Hiwei8-Gehaltes: 100 cm* des Kultur- 
filtrates werden mit 70 cm® einer 5% igen Phosphorwolframsaure-Lésung versetzt 
und im Wasserbad auf ungefahr 70° C erhitzt. Nach dem Auflésen von 2—3 Platz- 
chen NaOH wird mit conc. HCl stark angesauert. Nach dem Erkalten wird filtriert. 
Verwendet wurden die bereits erwahnten Filter in derselben Anordnung. 

10. Amid- und NH,-Stickstoff-Bestimmung des Kulturfiltrates: 
Nach der Kjeldahl-Methode. 

11. Bestimmung der Katalaseaktivitat: Zu héchstens 50 cm? einer 0,01 n 
H,0,-Lésung in 0,067 m Phosphatpuffer nach SORENSEN, px 6,8, und einer Tem- 
peratur von 0° C in einem Eisbad, werden 1 cm® der zu untersuchenden Katalase- 
Losung gefiigt, gemischt und zunachst 5 cm® in 5 cm® einer 2n H,SO, pipettiert. In 
Intervallen werden aliquote Teile in 2n H,SO, pipettiert. Jede Probe wird mit 
0,01 n KMnO,-Lésung bis zum Umschlagspunkt titriert. 1 em? 0,01 n KMn0O, ent- 
spricht 0,17 mg H,O,. Die Katalaseaktivitat wurde folgendermaBen berechnet: 

H,0,-Verbrauch in 30 Min (mg) - Blindwert 
cat mg Trockensubstanz 
12. Phenoloxydase- Bestimmung: Nach KUsTER (1953/54). 

13. Gewinnung der freien Aminosauren aus dem Kulturfiltrat: Nach 


Prennic (1956). 
14. Gewinnung kupferfreier Nahrbéden: Nach SpicHer (1955). 


K 
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15. Cytochrom-Bestimmung: 11 Tage alte Schiittelkulturen vom Stamm 
M 2a und P 2a wurden abzentrifugiert und 3—4mal mit der folgenden Lésung 
(Smrru 1955) gewaschen: 1,5 ¢ Na,HPO,; 0,75 g KH,PO,; 0,2 g MgSO,:7 H,0; 
0,05 g NaCl; 1,01 Aqua dest. Im Anschlu8 daran kam das Mycel mit moglichst 
wenig Flitssigkeit in kleine Erlenmeyer-Kélbchen, in die zur Verdrangung des 
Sauerstoffes Stickstoff eingeleitet wurde, der vorher noch durch drei groBe mit 
12 Teilen 20% iger Sodalésung und 8 Teilen 20% igem Pyrogallol gefiillte Wasch- 
flaschen geleitet war. Das so vorbereitete Mycel wurde sodann 25 min ultrabeschallt. 
Die dadurch in Lésung gehenden wasserléslichen Cytochrome wurden vom Mycel 
abzentrifugiert und im DU-Beckman-Spektralphotometer nach Reduzierung mit 
Natriumdithionit gemessen. AuBerdem wurde das Mycel beider Stamme im Hand- 
spektroskop ebenfalls nach Reduzierung mit Natriumdithionit auf Absorptions- 
banden des Cytochromsystems untersucht. ' 


Untersuchungsergebnisse 


1. Versuche zur Regeneration 


Aus den bereits erwahnten Arbeiten von Frommer konnte ent- 
nommen werden, da der Farbstoffverlust bei Streptomyces purpurascens 
Lindenbein auf dem etwas veranderten v. PLorHo-Nahrboden mit 0,25% 
Glykokoll als N- Quelle in Erscheinung tritt. Dieser Nahrboden diente 
als Grundlage meiner Versuchsreihen. Es soll nunmehr festgestellt 
werden, ob es lediglich an der C- und N-Quelle oder aber an den an- 
organischen Zusatzen liegt, daB der Streptomyces-Stamm plotzlich die 
Fahigkeit seiner Antibioticumbildung verliert. Aus diesem Grunde wurde 
gleichzeitig die Wirkung von Spurenelementen (SprcHER 1955) auf 
Wachstum und die Rhodomycinbildung dieses Stammes untersucht. 

Hierbei ergaben an anderen Streptomyceten bereits Arbeiten von 
SpricHER (1955), AtINswortH u. Mitarb. (1947), SAUNDERS u. SYLVESTER 
(1947), THORNBERRY (1946, 1948), WaksmAn (1950), Prenoren u. THORN- 
BERRY (1952) sowie von SANCHEY-MaRROQUIN u. ARCINIEGA (1953), 
daB eine Anzahl Streptomyceten in ihrem Wachstum bei Zugabe von 
Zink, Eisen, Mangan und Kupfer stark geférdert wurden. SPICHER (1955) 
fand fiir die von ihm untersuchten Streptomycetengruppen, daB 
Kisen/Zink, Kisen/Zink/Mangan und Eisen/Mangan/Zink/Molybdan die | 
wirkungsvollsten Kombinationen waren. 

Fiir meine folgenden Versuche wurde nur die Kombination Kisen/Zink 
gewihlt, da man dem Mangan lediglich eine Beschleunigung des Wachs- 
tums (HOuNL 1955), jedoch keine Erhdhung der Mycelausbeute zuschreibt. 
Da Frommer den Rhodomycinverlust auf den starken UberschuB des 
Kohlenstoffs und der damit verbundenen Versauerung des Substrates 
zuriickfiihrt, wurde dasselbe C:N-Verhaltnis (2° Glycerin, 0,25% Gly- 
kokoll) beibehalten. Uber die hiermit verbundene starke Saurebildung 
allgemein bei Streptomyceten berichten auch CocHRANE (1947, 1952) 
sowie COCHRANE u. Mitarb. (1949, 1953a, 1953 b). Letzteres soll auch der 
Grund fiir die Hemmung der Antibioticumbildung sein (FROMMER 1955). 
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Es standen folgende Stamme von Streptomyces purpurascens Linden- 
bein aus der Sammlung des Biochemischen Institutes der Universitit 
Gottingen zur Verfiigung: Stamm 7: Gute Rhodomycinbildung auf 
Medien mit KNO, als N- Quelle, schlechte auf Medien mit Glykokoll als 
N-Quelle. Auf letzterem zeigt er jedoch starkes Mycelwachstum. — 
Stamm M2: Auf Medien mit Glykokoll als N-Quelle bildet er nur 
Spuren von Rhodomycin, zeigt aber ebenfalls starkes Mycelwachstum. — 
Stamm M 2a:FarbloserStamm, der die Rhodomycinbildung auf Glykokoll- 
Nahrbdden vollstandig verloren hat und gutes Mycelwachstum zeigt. — 
Stamm P 2a: Starker Rhodomycinbildner mit schwacher Mycelbildung. — 
Fir die folgenden Untersuchungen stehen somit alle Varianten zur Ver- 

fagung. 


a) Der Einflu8 der Spurenelement-Kombination Zink/Hisen 
auf Wachstum und Rhodomycinbildung 


Zu den folgenden Versuchsreihen wurden 200 cm’-Erlenmeyer-Kélbchen stets 
mit 30cm? der jeweils angegebenen Nahrlésung versehen. Die Sterilisation der 
Nahrlésung erfolgte immer bei 120° C im Autoklaven. Die Beimpfung wurde nach 
Erkalten der Kélbchen mit einer Sporensuspension aus 8 Schragréhrchen in 100 cm® 
sterilem Aqua dest. vorgenommen, wovon jeweils 2 cm$ mit einer Rekordspritze ohne 
nochmaliges Offnen der Kélbchen eingefiillt wurden. Diese Impfmenge entsprach 
etwa 0,45 mg Trockenmycel. 


Tabelle 1. px-Werte und Wachstum (mg/100 ml) 


7 Tage 9 Tage 11 Tage 
Basal- 
Stamm | medium Trockenmycel- Trockenmycel- Trockenmycel- 
PH gewicht - PH gewicht PH gewicht 

Re 
M 2a A Tes: 52,0 7,2 Wiast ee F®) 200,0 

M 2a B 1,0 88,7 7,4 130,0 7,4 368,3 
P2a A ee 46,3 7,4 68,3 estf 142,7 

P 2a B "fess 51,0 5) 68,4 7,8 143,4 


Das Ergebnis des Versuches ist in Tab. 1 zusammengefabt. Die Zahlen 
sind Mittel aus vier Parallelversuchen. Der unterschiedliche EinfluB 
der beiden Basalmedien bei den Stimmen M2a und P2a ist deutlich 
ersichtlich. Bei Stamm M2a zeigt sich bei Basalmedium B ein 
stark erhdhtes Mycelwachstum gegentiber Basalmedium A. Der rhodo- 
mycinbildende Stamm P2a zeigt -dagegen keinerlei Unterschiede. 
Auf die Rhodomycinausbildung haben die hier verwendeten Spuren- 
elemente der beiden Stémme keinen EinfluB gezeigt, da Stamm M 2a 
farblos blieb und auch bei Stamm P2a keine Erhéhung der Werte 
eintrat. Versuche mit den Stémmen / und M2 zeigten ebenfalls nur 
etwas verstarktes Mycelwachstum, jedoch keine intensivere Rhodo- 


mycinbildung. 
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b) Der Einflu&B verschiedener organischer C- und N- Quellen 
auf Wachstum und Rhodomycinbildung 

Durch Variieren der C- und N- Quelle wurde versucht, organische Ver- 
bindungen zu finden, die eine Regeneration der Rhodomycinbildung zu- 
lassen und weiterhin durch Einbeziehung des Basalmediums B im Falle 
einer Regeneration auch gleichzeitig ein starkeres Mycelwachstum zu 
erhalten. Die Konzentration der C- Quelle betrug 2° und die des Stick- 
stoffs 0,25°%. Es wurden Glycerin und Glucose als C- Quelle sowie Glyko- 
koll, 1(-)Glutaminsaure, l(-)Asparagin, Difco-Pepton und Casein als N- 
Quelle verwendet. Die Versuche wurden zunachst mit den Stéammen J 
und P2a durchgefiihrt. Die besten Ergebnisse wurden mit Glycerin als 
C- und Difco-Pepton als N- Quelle erzielt, wobei die beiden Basalmedien 
eine entscheidende Rolle spielten. Wahrend in Medium A eine leichte 
Versduerung der Kulturlo6sung eintrat und somit wahrscheinlich eine 
Mischung von Rhodomycin und Isorhodomycinbildung hervorruft, jedoch 
die Tendenz starker zur Isorhodomycinbildung zu liegen scheint, kam 
es in Medium B zu einer sehr guten Rhodomycinbildung. Man kann hier 
also ohne weiteres von einer Regeneration der Rhodomycinbildung 
sprechen, wobei jedoch eine Einschrankung gemacht werden muB8. Samt- 
liche Versuche mit dem vdéllig farblosen Stamm M 2a zeigten namlich 
dieses Ergebnis nicht. Stamm M 2a bildete kein Rhodomycin. 


c) Der Einflu8 von Kobaltchlorid auf die Rhodomycinbildung 


PRINCIPE u. THORNBERRY (1952) untersuchten den EinfluB von Kobalt- 
chlorid auf die Streptomycinproduktion von Str. griseus und fanden, 
daB die Zugabe von 0,002—0,008 m Kobaltchlorid Wachstum 
und Streptomycinproduktion ganz erheblich férderte. Ahnliches 
konnte bei Versuchen mit Str. purpurascens nur teilweise beobachtet 
werden. Bei Zugabe von 0,006 m Kobaltchlorid zu der stets verwendeten 
Nahrlésung mit den Basalmedien A und B ergaben bei Stamm 7 und 
M 2a wohl eine Steigerung des Mycelwachstums, jedoch nur bei Stamm 1 
eine geringfiigige Erhéhung der Rhodomycinbildung. Stamm M 2a bildet 
kein Rhodomycin. Stamm P2a zeigte eine geringe Steigerung des 
Mycelwachstums und erhéhte nur unwesentlich seine Rhodomycin- 
produktion. 


d) Der EinfluB von Kupfer auf Wachstum 
und Rhodomycinbildung von Stamm M 2a 


Bereits Frommer (1955) konnte bei Stamm M 2a eine verstirkte 
Phenoloxydase-Bildung feststellen. Dieses Ergebnis wurde in den noch 
folgenden stoffwechselphysiologischen Untersuchungen mittels Bestim- 
mung der Katalaseaktivitét und des Plattentestes nach Kisrer (1953/ 
1954) auf Phenoloxydase bestitigt. Es trat hierbei die Frage auf, wie 
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sich wohl Stamm M 2a auf Nahrlésung ohne Kupfer verhalt, da ja die 
Phenoloxydase ein Ferment mit Kupfer in der Zentralstelle ist. Demnach 
diirfte dieser Stamm nur mit Kupferzugabe wachsen. Oder gewinnt er 
seine Rhodomycinbildung zuriick ? 

Zu diesen Versuchen wurden wiederum 200 cm?-Erlenmeyer-Kolben 
mit je 30 cm’ Nahrlésung, die kupferfrei gemacht wurden (s. Methodik), 
als Inhalt verwendet. Die Kupfersulfatkonzentration wurde von 0 bis 

1 mg-%variiert. In keinem Falle wurde jedoch eine Rhodomycinbildung 
erhalten. Es konnte lediglich beobachtet werden, da mit den Kupfer- 
konzentrationen die Mycelbildung anstieg. 


e) Zusammenfassung der Versuche iiber die Regeneration 


Fir den vollig farblos gewordenen Stamm M 2a konnte kein Nahr- 
komplex gefunden werden, der die Rhodomycinbildung regeneriert. 
Stamm / dagegen zeigte mit Medium B und Glycerin/Difco-Pepton eine 
gute Regeneration seiner Rhodomycinbildung. Um die Untersuchung 
von WILLiAMs u. McCoy (1953) auch auf Str. purpurascens auszudehnen, 
ware erst eine eingehende Priifung durch langwierige Passagen not- 
wendig. Glucose als C- Quelle ruft eine starke Versauerung hervor und 
verhindert damit eine Rhodomycinbildung. Diese Beobachtung konnte 
schon friher an einer Reihe von verschiedenen Streptomyceten gemacht 
werden (DoLtLE 1954). Versuche, die mit verschiedenartiger Pufferung 
auf py 7,3 durchgefiihrt wurden, brachten kein Anwachsen der Kulturen. 
Aus allen diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dai der Verlust der 
Rhodomycinbildung in tiefer liegenden stoffwechselphysiologischen 
Beziehungen zu suchen ist. 


2. Atmungsmessungen mit der Warburg-Apparatur 


Zweck dieser Untersuchung sollte es sein, festzustellen, ob Unter- 
schiede im Atmungsverlauf der einzelnen Stémme vorhanden sind, die 
mit den Degenerationserscheinungen parallel liefen. Hierzu wurden Ver- 
suchsreihen mit den Stémmen M2a und P2a an wachsenden und 
ruhenden Kulturen unternommen. Weiterhin wurden die Atmungs- 
messungen noch in Parallele zu py-Wert, Mycelgewicht, Abbau der 
C-Quelle und Alter der Kulturen vorgenommen. Diese Atmungs- 
messungen wurden nach 3, 5, 7, 11, 14 und 16 Tagen durchgefihrt. 

In Tab. 2 sind die Versuchsergebnisse dargelegt. Bemerkenswert ist 
hierbei der sehr verstaérkte O,-Verbrauch der ruhenden Kulturen des 
Stammes P2a bei Beginn der Rhodomycinbildung. An allen tbrigen 
Tagen konnte kein wesentlicher Unterschied zwischen den beiden 
Stammen festgestellt werden. 

Aus den Versuchsergebnissen, die neben der Atmung noch durch- 
gefiihrt worden sind, tauchte wie schon bei Frommer (1955) die Frage 
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auf, ob in physiologischem Sinne die farblosen Stémme oder ob die 
Rhodomycinbildner als degeneriert betrachtet werden missen. Stamm 
M 2a durchlauft in den ersten 3 Tagen die Lag-Phase, um dann in die 
logarithmische Wachstumsphase tiberzugehen. Letztere ist durch ein Ab- 
sinken des py-Wertes sowie einen rapiden Abbau der C- Quelle gekenn- 
zeichnet. Dieser Wachstumsanstieg halt bis zum 11. Tage an. Zu diesem 
Zeitpunkt ist die kurz vorher eingetretene Kiweifausflockung sehr inten- 
siv geworden, was auf eine verstirkte Autolyse schlieBen 1a8t. Damit ist 
ein langsamer Anstieg des pqy-Wertes und ein starker Riickgang des 
Mycelgewichtes verbunden. Es konnte dabei makroskopisch beobachtet 


Tabelle 2. 
Atmungsmessungen mit der Warburg-Apparatur in mg O,/9 Trockenmycelgewicht — 
Stamm 3. Tag 5. Tag 7. Tag 11. Tag 14. Tag 16. Tag 
(Beginn der 
Rhodomycin- 
bildung) 
M 2afarblos | 5,7 7 Use rin 3,46 1,37 0,76 
P 2a farbig 6,04 5,8 10,52 2,83 2,07 2,06 


werden, da die ansonst festen Kolonien sich lockerten und in feine 
Partikelchen zerfielen. Man kann somit den Entwicklungsverlauf des 
farblosen Stammes M 2a durchaus als den normalen betrachten. Der 
starke Rhodomycinbildner Stamm P 2a dagegen verhalt sich ganz anders. 
Bei ihm kann man keine derartigen Unterschiede im Wachstumsverlauf 
erkennen. Die Entwicklung geht gleichmaBig langsam unter starker 
Rhodomycinbildung vor sich. Parallele Versuche zeigten die gleichen 
Ergebnisse. Daraus ergibt sich, daB die Degenerationserscheinung nicht 
in der unterschiedlichen Atmungsintensitaét, sondern in anderen Stoff- 
wechselvorgiéngen zu suchen ist. Durch Untersuchungen auf diesem 
Gebiete ist vielleicht auch das Auftreten der Abweichung der Atmungs- 
intensitaét beim Eintreten der Rhodomycinbildung zu klaren. 


3. Sonstige stoffwechselphysiologische Untersuchungen 

Bei diesen Untersuchungen wurde immer, wenn nicht besonders an- 
gegeben, Basalmedium A mit 2% Glycerin und 0,25°% Glykokoll ver- 
wendet. Auf den bisherigen Beobachtungen aufbauend, wurden in den 
folgenden Versuchsreihen py-Wert, Trockenmycelgewicht, Substrat- 
Kiweif-Bildung, Abbau der C-Quelle, Bildung von Aldo- und Keto- 
verbindungen, der Amid- und NH,-Stickstoff-Gehalt der Nahrlésung 
sowie die Katalaseaktivitat und die Menge des gebildeten Rhodomycinons 
quantitativ bestimmt. Die qualitativen Untersuchungen erstreckten sich 
auf die Bildung der organischen Fettséuren, die Bestimmung des Auf- 
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tretens von Phenoloxydase und Cytochromen sowie freien Aminosaéuren 
in der Kulturlésung. 


Die Kulturen wurden in 1 1-Kolben, die mit je 150 cm obiger Nahrlosung gefillt 
waren, angesetzt. Die Beimpfung erfolgte mit 10 cm® einer in sterilem Aqua dest. 
hergestellten Sporensuspension. Bebriitung und Kultivierung erfolgte auf einer 
Schiittelapparatur mit der Frequenz von 152 Hin- und Herbewegungen je Minute im 
Brutraum bei 28° C. 

Wegen technischer Schwierigkeiten, die durch das begrenzte Fassungsvermogen der 
zur Verfiigung stehenden Schiittelapparatur auftraten, konnte nur einmal ein 
umfassender Vergleich aller vier Stémme mit den oben angegebenen Bestimmungen 
durchgefiihrt werden. Zahlreiche Versuche derselben Art wurden vorher mit 
jeweils zwei Stammen angestellt, wobei ich jede Kombination mehrfach priifte. 
Da sich die Ergebnisse kaum unterschieden, wird im folgenden das mittlere Ergebnis 
dieser Versuche besprochen werden. Eine Ausnahme hiervon macht lediglich die 
Bestimmung der freien Aminoséuren in der Nahrlésung, die nur im groBen Vergleichs- 
versuch mit allen 4 Stémmen durchgefiihrt wurde. 


Tabelle 3. Stoffwechselphysiologischer Vergleich von 4 Stémmen 


Stamm 1. Tag 3. Tag 6. Tag 11. Tag 16. Tag 
il TORS 7,2 6,8 6,4 5,4 
pE- M2 7,2 6,9 6,6 6,0 5,7 
Werte M 2a m3 7,0 6,9 6,6 6,9 
P 2a Hosa’ 7,3 150. 7,6 8,1 
Rhodomy- 1 si ve at 0,2 0,5 
cinon- M 2 — = — 0,4 0,6 
Bestimmung M 2a ens, wat fas sea ae 
Oe as oer ms ute 0,1 1,2 4,0 
1 16,7 16,0 15,0 1,8 0,5 
Rest- M2 17,3 12,2 Ti 0,8 
] ; é a nach- 
g ‘e)) M 2a nicht 17,0 1,4 nicht mehr mre 2 
P 2a gemessen 18,0 15,0 6,0 
i ,0 19,0 
iano: 1 nicht 1,7 8,2 15 
mischer M 2 bestimmt 0,7 1,4 10,0 19,0 
Koeffi- M 2a nicht 2,7 9,9 19,0 18,0 
sae Pda. | bestimmt,|.....2:6 7,2 8,0 9,0 


a) po-Wert, Wachstum und Rhodomycinbildung 


Ein Blick auf Tab.3 zeigt bereits den grofen stoffwechselphysio- 
logischen Unterschied zwischen den einzelnen Stammen. Im Wachstum 
zeigt ihn ebenso deutlich Abb. 1. Der pu-Wert des farblosen Stam- 
mes M 2a sinkt vom eingestellten 7,3 der Kulturlésung iiber den Neutral- 
punkt in den schwach sauren Bereich, um dann wieder bis zum Neutral- 


punkt anzusteigen. Mit dem langsamen Absinken, das vom 5, Tage an 
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erfolgt, geht ein starkes Mycelwachstum vonstatten. Nach einer kurzen 
Lag-Phase von 3 Tagen folgt somit ein starker Anstieg der Mycelaus- 
bildung. Am 11. Tage hat er den héchsten Wert und den tiefsten py-Wert 
erreicht. Eine leichte EiweiBausflockung deutet bereits die beginnende 
Autolyse an. Mit letzterer ist ein Ansteigen des pq-Wertes und ein Ab- 
sinken des Mycelgewichtes verbunden. Eine Rhodomycinbildung konnte 
nicht beobachtet werden. Dagegen trat eine leichte Gelbfarbung ein, 

die bis zum AbschluB des Versuches 
Ay an. Intensitat zunahm. Versuche, die- 
mg/750 mM. sen Farbstoff mit Ather auszuschiit- 
teln, scheiterten. Der Verlauf der 
Wachstumskurve dieses farblosen 
Stammes M 2a zeigt den allgemeinen 
bei Bakterien und Pilzen bekannten 
Verlauf, wie er als normal bezeich- 
net wird. 

Diesem Stamm gegeniiber steht der 
aktive Rhodomycinbildner Stamm 
P 2a. Sein pq-Wert steigt vom Beginn 
der Kultur langsam bis zum 16. Tage 
an, wo er einen pxy-Wert von 8,1 er- 
reicht hat. Die Mycelausbildung ist 
pr auBerst schwach. Auch bei ihm kann 
0 2 v6 8 0 2 Woes man eine kurze Lag-Phase unter- 

‘ scheiden, jedoch verliuft die loga- 
bs Rekegethast odie bean ba rithmische Wachstumsphase nur mit 
schwachem Anstieg. 

Am 16. Tage erreicht das Mycel- 
gewicht von Stamm P2a nur knapp 
die Halfte von dem des Stammes M2a am 11. Tage (Abb. 1). Bis zum 
Ende des Versuches konnte keine Autolyse in bezug auf das Mycel- 
gewicht festgestellt werden; diese trat auch nach 3 Wochen Kulturdauer. 
noch nicht ein. Konnte man bereits nach 4 Tagen eine Rhodomycin- 
bildung des Mycels beobachten, so war diese auch bereits nach 6—7 Tagen 
im Kulturfiltrat me8bar. Diese Farbstoff bildung nahm taglich zu und 
erreichte am Ende der Untersuchungen den Héchstwert des Versuchs 
von 4mg/100ml. 

Die Stémme / und M2 liegen in Wachstum und Rhodomycinbildung 
zwischen den beiden vorher genannten Stémmen. Beide haben das 
starke Absinken des pq-Wertes in den sauren Bereich und das starke 
Ansteigen des Mycelwachstums sowie eine geringe Rhodomycinbildung 
gemeinsam. Nach einer kurzen Lag-Phase, der ein langsames Wachstum 
bis zum 6. Tage folgt, steigen sie stark an und erreichen am 16. Tage 
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Stamm 7 —.—-+—; Stamm M 2a 2 
Stamm P2a———; Stamm M2—--—-:— 
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nahezu den Wert des farblosen Stammes M2a vom 11. Tage. Ohne 
Zweifel haben wir es hier mit zwei Zwischenstammen zu tun, da beide 
nach FRomMER friiher gute Rhodomycinbildner waren. Auch bei ihnen 
konnte noch keine Autolyse erreicht werden. Es wurden einige Kulturen 
bis zu 22 Tagen kultiviert, ohne da beide Stiémme ein Absinken des 
Mycelwachstums zeigten. Ihr Mycelgewicht stieg dabei bis iiber 800 mg/ 
150 ml an. Da das Hauptaugenmerk auf die Stimme M2a und P2a 
gelegt wurde, interessierte eine noch weitergehende Untersuchung nicht. 


b) Abbau der Kohlenstoffquelle 


Der Abbau der Kohlenstoffquelle geht im groBen und ganzen dem 
Wachstum parallel. Bis zum Ende seiner Lag-Phase baut der farblose 
Stamm M 2a die Kohlenstoffquelle nur geringfiigig ab, sehr stark jedoch 
vom 3.—6. Tage. Bereits nach 11 Tagen kann kein Glycerin mehr nach- 
gewiesen werden. Auch dieses Bild zeigt den gleichen Charakter wie ein 
Bakterien- oder Pilzstamm in seiner normalen Form. Nach vollstaéndigem 
Verbrauch der C- Quelle tritt die Autolyse ein. Der aktive Rhodomycin- 
bildner P2a baut demgegeniiber seine C-Quelle auBerst langsam ab. 
Nach 11 Tagen Kulturdauer sind immer noch 6 g/L, d. h. 0,6% Glycerin 
vorhanden. Erst am 16. Tage ist so viel verbraucht, daf mit dieser 
Methode nichts mehr nachgewiesen werden konnte. Die beiden Stéamme J 
und M2 halten sich wie schon beim Wachstum so auch hier zwischen 
den beiden Stammen M2a und P2a. 

Wie der 6konomische Koeffizient zeigt, arbeitet der aktive Rhodo- 
mycinbildner-Stamm P2a sehr undkonomisch, was vor allem nach Ein- 
tritt der Rhodomycinbildung zum Ausdruck kommt und vollig den oben 
dargestellten Ergebnissen der Atmungsversuche entspricht. Am 6ko- 
nomischsten arbeitet der farblose Stamm M 2a. Die ab 11. Tage erhaltenen 
Werte fand auch HOuNt (1955) mit Sphaerotilus natans bei Glucose als 
C- Quelle. Die beiden anderen Stémme / und M 2 neigen schon mehr zu 
Stamm M 2a. Sie haben sich trotz der noch geringen Farbstoffbildung 
eindeutig vom Stamm P2a distanziert. 


c) Substrat-EHiweifB-Bildung 

Neben den pg-Werten, Wachstum und Abbau der C- Quelle sind die 
Unterschiede auch im Substrat-EiweiB-Gehalt der Nahrlésung betracht- 
lich, wie aus Abb. 2 ersichtlich ist. Der farblose Stamm MM 2a zeigt von 
Beginn an eine starke EiweiSbildung im Substrat, die vom 6. Tage an 
etwas nachlaBt, um dann wieder steil anzusteigen, was durch die ein- 
tretende Autolyse bedingt ist. 

Beim aktiven Rhodomycinbildner Stamm P 2a fallt die Kiweifbildung 
mit dem Beginn der Rhodomycinbildung zusammen. Hierbei ist zu 
beriicksichtigen, daB das Rhodomycin mit dem hier angewendeten 


a 
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Reagens ebenfalls ausfallt. Es scheint so, als ob vorwiegend der Farb- 
stoff und kaum EiweiB gebildet wird. 

Die Stémme / und M2 zeigen abermals eine sehr gute Ubereinstim- 
mung. Allerdings ist das Nachlassen der EiweiBbildung nach dem 16. Tage 
unerklarlich. Dieser Eigenart wurde nicht weiter nachgegangen. 


= | 0 / ! 
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Abb. 2. Verlauf der Substrat-EiweiBbildung bei Abb. 3. Gesamt-Hydrazon-Fallung 
4 purpurascens - Stimmen. bei 4 purpurascens-Stammen. 
Stamm 1 —:-—-—; Stamm M2 —--+-—--+—; Stamm J —-—-— ; Stamm M2a 7 
Stamm M 2a ; Stamm P2a ———— Stamm P 2a ———-; Stamm M2 —--—:-— 


d) Gesamt-Hydrazonfallung 

Weniger aufschluBreich sind die Mengen der als Hydrazone gefallten 
Aldo- und Ketoverbindungen (Abb. 3), die anschlieBend auf ihre Léslich- 
keit in verschiedenen Lésungsmitteln gepriift wurden. Hier gab es da- 
gegen deutliche Unterschiede, wie aus Tab. 4 ersichtlich ist. Es wurden 
hierbei nur die Hydrazone der Stémme M 2a und P2a beriicksichtigt. 
Im Zweifelsfalle wurde eine Extraktion mit dem jeweiligen Lésungs- 
mittel durchgefihrt. 

Versuche, die Hydrazone mit Hilfe der Siulenchromatographie zu 
trennen, konnten nicht durchgefithrt werden. Es zeigte sich, da bei dem 
farblosen Stamm derart zahlreiche verschiedene Zonen am sauren Alu- 
miniumoxyd auftraten, daf selbst die betriachtlich anfallenden Mengen 
zu gering waren. Probeweise wurden einige wenige Zonen aus dem sauren 
Aluminiumoxyd herausgelést und auf basisches Aluminiumoxyd ge- 
bracht. Hierbei zeigte sich, daB eine einzige Zone vom sauren Alu- 
miniumoxyd sich nochmals in 6—8 Zonen, die sich deutlich in ihren 
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Farben voneinander unterschieden, auf dem basischen Aluminiumoxyd 


aufteilen lieBen. Wegen der sich daraus ergebenden technischen Schwie- 
rigkeiten muften die Versuche in dieser Richtung aufgegeben werden. 


Tabelle 4. Léslichkeit der Hydrazone der Stimme M 2a und P 2a 


Stamm M 2a Stamm P2a 
Se -ungemittel nach nach nach nach nach nach nach nach 
3 Tagen | 6 Tagen | 11 Tagen | 16 Tagen | 3 Tagen | 6 Tagen | 11 Tagen | 16 Tagen 
Athanol — Fens Sea, 
Methanol = teats |p ae ae ae ell eo +4 
n-Butanol ee +++ | 4 Be 
Benzol +++ = Seeded deeded (ek) 
Octanol - — = = (+) ae He a 12 
n-Hexan - = peer 
Toluol AES iE = = = (+) 
Chloroform — — ++ +++ 


Zeichenerklarung: — nicht léslich, (+) in Spuren léslich, + schwach léslich, 
++ loslich, +++ gut loslich, ++++ sehr gut léslich 


Man muB hierbei stets beachten, da8 die Fallungen aus dem stark eingeengten 
enteiweiBten Filtrat vorgenommen worden sind. Bei dieser unbedingt notwendigen 
starken Hinengung konnen zahlreiche rein 
chemische Nebenreaktionen auftreten, wo- 
zu in der Diskussion noch Stellung ge- 
nommen wird. 


e) Katalaseaktivitat 

Es wurde bereits erwahnt, dab 
FROMMER (1955) von einem starkeren 
Auftreten der Phenoloxydase bei dem 
farblosen Stamm sprach. Zur Bildung 
der Antibiotica ist Sauerstoff fir die 
Oxydation aus den Vorstufen not- 
wendig. Dieser sehr wahrscheinlich 
enge Zusammenhang zwischen der 
Farbstoffbildung und der Atmung 
(Rreret-Batpzs 1955) war der Grund 0 a 


Verbrauch 
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zur Bestimmung der Katalaseaktivi- 
tat. Das Vorhandensein von Katalase 
ist auch gleichzeitig das Zeichen fir 
das Vorhandensein von Cytochrom- 
oxydase (GALE 1952). 


Abb. 4. Katalaseaktivitat der 
4 purpurascens-Stimme. Katalaseaktivitat: 


Verbrauch an H,0, nach 30 min-Blindwert 
mg Trockengewicht 


Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigt Abb. 4. Der farblose Stamm 
M 2a zeigt lediglich nach 3 Tagen eine Katalaseaktivitaét, die aber schon 
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nach 6 Tagen nicht mehr vorhanden ist. Stamm P2a dagegen behalt | 
eine gewisse Konstanz seiner Aktivitat bei. Die Stamme J und M2 - 
zeigen wieder ihre Mittelstellung, die jedoch mehr zum farblosen Stamm 
zu neigen scheint. Die starke Katalaseaktivitat zu Beginn des Wachs- 
tums stimmt mit Beobachtungen von LENHOFF u. KAPLAN (1953) an 
Pseudomonas fluorescens itiberein, wonach in stark beliifteten Kulturen 
die Katalaseaktivitat erheblich geringer sein soll als in unbelifteten 
Kulturen. 


f) Amid- und NH,-Stickstoff-Gehalt der Nahrlésung 


Bei den stoffwechselphysiologischen Untersuchungen trat auch die 
Frage auf, wo der Stickstoff beim aktiven Rhodomycinbildner bleibt, 
wenn er — wie bereits aufgezeigt — so undkonomisch arbeitet. BRocK- 
MANN u. Mitarb. (1951) sowie FRANK (1952) identifizierten das Rhodo- 
mycin als ein Oxy-Anthrachinon. Zum Aufbau dieses Antibioticums ist 
kein Stickstoff notwendig, weshalb er mit der Lange der Kulturdauer in 
der Kulturlésung zunehmen miiBte. Bei den anderen Staémmen ist das 
infolge ihrer 6konomischen Arbeitsweise nicht der Fall. Die Ergebnisse 
(Abb. 5) bestatigen obige Uberlegun- 
gen. Die Kurve von Stamm P2a 
steigt im Laufe der Kulturdauer kon- 
tinuierlich bis auf 7,0 mg N/100 ml 
an. Alle drei anderen Staémme ver- 
halten sich nahezu gleichmaBig bis 
zum 6. Tage. Der farblose Stamm 
M2a bendtigt seinen Stickstoff fiir 
das starke Anwachsen seiner Mycel- 
bildung, was ebenfalls bei Stamm J 
und M2 zu beobachten ist. Im 


GeV AEG 1 Fy Wage Autolysestadium steigt dann bei 
Abb. 5. Amid- und Ammoniak-Gehalt der Stamm M2a der Stickstoff-Gehalt 

4 purpurascens-Stiimme. wieder etwas an. Das Anstei i 
Amid- und NH,-N-Gehalt der Niihrlésung. f es, bea 
fae RELIES se - Stamm M2a Stamm M2 geht mit der geringen 


Stamm P2a———-; Stamm M2 —--—--— 


Rhodomycinbildung parallel. 


g) Bildung von organischen Fettséiuren 

An Hand der Papierchromatographie konnte festgestellt werden, daB 
der farblose Stamm M 2a in der Anzahl weniger Fettsiuren bildete als 
Stamm P2a, wie Tab. 5 zeigt. Bei Stamm M 2a konnte auBer Milch- 
sdure keine andere Saéure gefunden werden. Der rhodomycinbildende 
Stamm zeigt zunichst eine starke Essigsiurebildung, die jedoch im 
Laufe der Kulturdauer nachlaft. Dafiir tritt Propionsiure starker in 
den Vordergrund; auch Valeriansiure tritt auf. Am 16. Tage konnte 


Untersuchungen an farblosen und rhodomycinbildenden Staémmen 103 


schlieBlich nur noch Valerianséure, wenn auch schwacher als nach 
11 Tagen, wo sie die vorherrschende Siure ist, nachgewiesen werden. 
Weiterhin konnte festgestellt werden, da einige Sduren des Sdurecyclus 
gebildet werden, die wegen zu geringer Menge und der Schwierigkeit 
einer Chromatographie nicht eindeutig bestimmt werden konnten. 


Tabelle 5. Organische Fettsiuren der Stimme M 2a und P 2a 


Stamm M 2a Stamm P2a 

Milch- Essig- Propion- | Valerian-| Milch- Essig- | Propion- | Valerian: 

sdure saure siure saure sdure sdure siure sdure 
ee le (a | eee De a a 
nach 3Tagen| ++ (+) eS 
nach 6Tagen| +++ = eueY stop (+) 
nach1iTagen| +++ (+) ts a seat a 
nach 16Tagen| + +4 (4+) a 
Zeichenerklarung: — nicht vorhanden, (+) in Spuren vorhanden, + schwache 


Bildung, ++ gute Bildung, +++ sehr gute Bildung 


h) Bildung von Phenoloxydase 

Fir die Untersuchungen auf die Bildung von Phenoloxydase wurde 
der Plattentest (KUsTER 1953/54) verwendet. Hierbei konnte beobachtet 
werden, daf der farblose Stamm M2a am starksten Phenoloxydase 
bildet, Stamm P2a nur sehr wenig. Die Stamme M2 und J stehen in 
ihrem Stoffwechsel zwischen den beiden Stéammen wie in allen sonstigen 
Untersuchungen. 

Nach den Ergebnissen der Katalaseaktivitaét und der Phenoloxydase- 
Bildung scheint Str. purpurascens beide Enzymgruppen zu besitzen. 


i) Bestimmung der Cytochrome 

Es lag nun sehr nahe, das Cytochromsystem der beiden Stamme M 2a 
und P2a einer eingehenderen Untersuchung zu unterziehen. Hierbei 
stellte es sich heraus (Abb. 6 u. 7), daB der Stamm M 2a ein komplettes 
Cytochromsystem besitzt, was bei Stamm P2a nicht der Fall ist. Dieser 
Stamm P 2a besitzt kein einziges Cytochrom. AuBer den Messungen am 
DU-Beckmann-Spektralphotometer wurden die damit erzielten Ergeb- 
nisse nochmals im Handspektroskop nachgepriift. Die Maxima sowie die 
Banden des Stammes M 2a stimmten nach HOLLMANN u. THOFERN (1955) 
sowie TissreREs u. Mrroweny (1954) mit denen vom Cytochrom (a + 4s) 
bei 603—605 my und Cytochrom 6 bei 561—567 my iiberein. Im Hand- 
spektroskop konnte weiterhin noch eine dritte Bande ermittelt werden, 
die im Bereich von 540 mp liegen muf. Es kénnte sich hier wahrschein- 
lich nach TissterEs u. Mircuernt um das Cytochrom ¢ handeln. Hs fehlt 
jedoch der eindeutige Nachweis im Spektralphotometer. Der rhodo- 
mycinbildende Stamm P2a dagegen zeigte keinerlei Maxima oder Bande 
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und besitzt somit auch keine Cytochrome. Das geringe Maximum bei| 
605 mu entsprache dem Cytochrom (a + a3), konnte jedoch im Hand- 
spektroskop nicht nachgewiesen werden. 

In Verbindung mit den vorangegangenen Versuchen driangt sich nun die Frage 
auf, wieso der im Cytochromsystem vollig defekte Stamm P 2a eine gewisse 
Konstanz in der Katalasebildung zeigt, was ja bei dem farblosen Stamm 
M 2a nicht der Fall ist. JensmN u. THOFERN (1953a; 1953b; 1954) untersuchten 
dieses Problem an einer streptomycinresistenten Variante von Micrococcus pyogenes 

var. aureus. Sie konnten hierbei 
GOs feststellen, daB ,,die Bindung 
zwischen prosthetischer Gruppe 
und Apoferment bzw. der Bin- 


roa dungsmechanismus bei der Kata- 
lase grundsatzlich anders sein 
bor _ muB8 als bei den fiir die Atmung 


dieses Bakterienstammes verant- 
wortlichen Hamatinfermenten. 
Diese wurden mittels eines Pro- 
toporphyrin - Kobalt - Komplexes 
Abb. 6. Cytochromsystem von Stamm M 2a gehemmt, wobei keine Beein- 
trachtigung der katalatischen 

Fahigkeiten eintrat‘. Dieselbe 
Wirkung zeigt auch das Zink- 
Mesoporphyrin. THOFERN (1957) 
erklart sich das Vorhandensein 
der Katalase bei Organismen, die 
keine Cytochrome besitzen, fol- 
gendermaBen: Der Wasserstoff, 
der normalerweise vom Flavin- 
enzym an das Cytochromsystem 
abgegeben wird, verbindet sich 
sofort mit dem molekularen 
Sauerstoff zu Wasserstoffsuper- 
oxyd, das mittels der Katalase 
Abb. 7. Cytochromsystem von Stamm P 2a wieder gespalten werden muB, 

soll der Organismus lebensfahig 

bleiben. Kann nun dieser Wasserstoff an das Cytochromsystem abgegeben werden, 
so bildet sich Wasser, und die Katalase ist nicht unbedingt erforderlich. Ahnlich 
scheint es bei den Stimmen M 2a und P 2a zu sein. : 


"500 520 540 560 580 600 Mu 620 


425 


"00 520 540 560 580 600 mL 620 


k) Untersuchungen der Kulturlésung 
auf freie Aminosaduren 

Alle Versuche, freie Aminosiuren aus der Kulturlésung mittels der 
Papierchromatographie zu bestimmen, scheiterten an dem relativ hohen 
Gehalt derselben an Glykokoll. Immer wieder machte der groBe 
Glykokollfleck eine Identifizierung trotz mehrmaligem Laufen des 
Lésungsmittels unméglich. Die Untersuchungen auf freie Aminosauren 
in der Kulturlésung bei Gegenwart von Glykokoll als N- Quelle von 
CoroumM u. Mitarb. (1954) konnten somit bei den hier vorliegenden Unter- 
suchungen nicht bestitigt werden. 
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1) Beobachtungen an Mischkulturen 


Bei diesen Versuchen sollte festgestellt werden, ob sich die beiden 
Stamme in Mischkulturen gegenseitig beeinflussen. Zu diesem Zwecke 
wurden die Kélbchen mit den Stammen M 2a und P2a im Verhiltnis 
1/10 zu 9/10 und 9/10 zu 1/10 beimpft. Es zeigte sich, da& der Stamm 
M 2a in jedem Falle Stamm P2a unterdriickt, wobei dieser (P2a) auch 
bei starker anfainglicher Uberlegenheit weder zum Wachstum noch zur 
Rhodomycinausbildung kam, jedoch, wie Isolierungsversuche zeigten, 
noch lebensfahig war. 


Diskussion 


Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, da das Problem des Rhodomycin- 
verlustes in Anderungen des stoffwechselphysiologischen Geschehens 
seinen Ursprung hat. Die Rhodomycinbildung konnte nur bei den: 
Stammen auf eiweiBhaltigen Nahrbéden nahezu regeneriert werden, die 
die Fahigkeit zur Bildung dieses Farbstoffes noch nicht restlos verloren 
haben. Bei dem farblosen Stamm M 2a ist es auch mit den verschieden- 
sten Zusatzen nicht gegliickt, solange nur organische N- Quellen benutzt 
wurden. Mit Kaliumnitrat dagegen bildete auch Stamm M2a wieder 
Rhodomycin. Dieser letzte Versuch wurde von Frommer (1955) ein- 
gehend behandelt und von mir lediglich nochmals nachgepriift. Es be- 
steht also somit das Phanomen, da derselbe Stamm M 2a, der auf 
Glycerin-Glykokoll-Nahrboden farblos heranwachst, mit Kaliumnitrat 
wieder Rhodomycin bildet. ; 

Die Nahrbéden mit Glycerin als C- und Glykokoll oder einer anderen 
Aminosaure als N-Quelle sind fiir die Kultivierung von Streptomyces 
purpurascens Lindenbein zwecks Gewinnung des Antibioticums somit un- 
geeignet. Er verliert nach einigen Passagen die Fahigkeit, dasselbe aus- 
zubilden. Die Untersuchungen zeigten weiter die grofen Unterschiede 
zwischen dem farblosen und dem aktiven rhodomycinbildenden Stamm. 
Der gestérte Stoffwechselvorgang als solcher ist jedoch infolge der zahl- 
reich méglichen rein chemischen Nebenreaktionen sehr undurchsichtig. 
Aminosiuren — insbesondere Glykokoll — kénnen rein chemisch bereits 
bei Zimmertemperatur mit Aldehydverbindungen wie verschiedenen 
Zuckern, Glycerinaldehyd u.a., wobei durchaus Melanine oder Mela- 
noidine entstehen kénnen (ENDERS 1942), mit Ketoverbindungen wie 
Dioxy-aceton und Brenztraubensaure (NeuBEeRG 1927), weiterhin mit 
Sulfid, Sulfit und freien SH-Gruppen (SCHOBERL 1940) reagieren. Beim 
Auftreten von Glutathion im Eiwei8 kann aber auch das so wichtige 
Cytochrom c reduziert werden (ScHOBERL 1940). So wie dieses Tripeptid 
kénnen aber auch Dipeptide mit Aminosauren reagieren (NEUBERG 1927). 
Alle diese Annahmen wiirden vielleicht die auberst zahlreichen Zonen, 
die bei der Saulenchromatographie der ausgefallten Hydrazone des farb- 
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losen Stammes M 2a an basischem und saurem Aluminiumoxyd auf- 
traten, bestatigen. 

Stark in den Vordergrund drangt sich nun auch die Frage, welcher 
Stamm als der ,,normale‘ zu. betrachten ist. An Hand der vorliegenden 
Versuche méchte man dazu neigen, den rhodomycinbildenden Stamm 
als degeneriert anzusprechen. Der farblose Stamm M 2a zeigt auf alle 
Falle die als normal bezeichnete Wachstumskurve. AuBerdem konnte 
bei den Regenerationsversuchen bei Stamm J eindeutig festgestellt 
werden, daf bei einer verstarkten Ausbildung des Rhodomycins die 
Mycelbildung zuriickgeht. Bei Pilzen und auch bei Bakterien wird die 
Art der Kurve, wie sie Stamm MM 2a aufzeigt, mit einer mehr oder weniger 
langen Lag-Phase, der die logarithmische Wachstumsphase bis zum Ein- 
tritt der Autolyse folgt, wo schlieBlich das Mycelwachstum aufhért, als 
normal bezeichnet. Auch die Ausscheidung bzw. Bildung des gelben bis 
dunkelgelben Farbstoffes li8t darauf schlieBen. RrepEL-BaLpES 1955 
und KistrEr 1953/54 stellten ja bereits fest, daB im natiirlichen Stoff- 
wechsel in dem Stadium der Autolyse eine Bildung von Humusstoffen 
aus gewissen Vorstufen vonstatten gehen kann. Damit kénnte mdglicher- 
weise die Rhodomycinbildung in Parallele gesetzt werden. Bemerkens- 
wert ist hierbei der sehr verstaérkte O,-Verbrauch der ruhenden Kulturen 
des Stammes P2a bei Beginn der Rhodomycinbildung. Zu diesem Zeit- 
punkt konnte ebenfalls ein starker Unterschied im dkonomischen Koeffi- 
zienten zwischen Stamm M 2a und P 2a festgestellt werden. Stamm P2a 
tritt in eine duBerst undkonomische Arbeitsweise. Dabei bleibt aber un- 
erklarlich, warum die zu Beginn der Rhodomycinbildung festgestellte 
,verschwenderische Atmung‘ nicht fortgesetzt wird, obwohl die Rhodo- 
mycinbildung erst etwa ein Drittel ihres endgiiltigen Wertes erreicht, 
es sei denn, daB bereits die notwendigen Vorstufen gebildet sind. Un- 
erklart bleibt auch das Auftreten des Ammoniaks bei Stamm P2a, 
dessen Wert mit der Kulturdauer zunimmt. Dieses ist entweder die Folge 
einer stindig erfolgenden Autolyse oder aber der undkonomischen 
Arbeitsweise und der einhergehenden Rhodomycinbildung, wobei Am- 
moniak aus dem Glykokoll freigesetzt wird. Weiterhin konnte ein totaler 
Defekt im Cytochromsystem bei Stamm P2a festgestellt werden. Die 
aufgezeigte ,,verschwenderische Atmung der rhodomycinbildenden 
Stémme mit dem abnehmenden ékonomischen Koeffizienten als Folge 
sowie der Verlust des Cytochromsystems und das Verhalten in Misch- 
kulturen diirften jedenfalls dafiir sprechen, daB diese den nicht-rhodo- 
mycinbildenden Stéimmen gegeniiber als weniger normal anzusehen sind !, 


* MatHEws (1956) fand bei einem weiBen Stamm von Bact. prodigiosum im Ver- 
gleich zum roten: Zellen etwas linger und etwas Tendenz zur Kokkenbildung, 
etwas resistenter gegen Streptomycin, etwas erhdhten Atmungsquotienten. Kein 
Unterschied in Kolonien, Morphologie, Wachstum auf verschiedenen Nahrbéden, 
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Zusammenfassung 


1. Es wurden 4 Stéimme von Streptomyces purpurascens Lindenbein 
auf dem die Degeneration der Rhodomycinbildung hervorrufenden 
Medium mit Glycerin als C- und Glykokoll als N- Quelle untersucht. 


2. Mit der Spurenelement-Kombination Zink/Eisen, verschiedenen 
organischen C- und N-Quellen sowie mit Kobaltchlorid und Kupfer 
gelang keine Regeneration der Rhodomycinbildung bei dem farblosen 
Stamm MM 2a. 


3. Atmungsmessungen mit der Warburg-Apparatur an ruhenden und 
wachsenden Kulturen in verschiedenen Zeitabstanden und in bestimmten 
Altersstadien aus Schiittelkulturen zeigten am Beginn der Rhodomycin- 
bildung eine starke Steigerung bei dem Rhodomycinbildner Stamm P 2a 
gegentiber dem farblosen Stamm M2a, wihrend vorher und nachher 
keine wesentlichen Unterschiede vorhanden waren. 


4. Stamm P2a zeichnet sich aus durch héheren py-Wert, geringeres 
Trockenmycelgewicht, hohe Rhodomycinbildung, schwachen Abbau der 
C- Quelle Glycerin, Substrat-Hiweif-Bildung, gleichen Gesamtgewichtes 
der fallbaren Hydrazone, staéndig vorhandene Katalaseaktivitaét, hdheren 

_Amid- und NH,-Stickstoff-Gehalt der Nahrlésung, Bildung von Essig-, 
Propion- und Valeriansdure (gegentiber Milchsaéure bei Stamm M 2a) 
und auBerst geringer Phenoloxydase. 


5. Cytochrom-Bestimmungen des Stammes M 2a zeigten bei 560 bis 
567 my und 603 my eindeutige Maxima der Cytochrome 6 und (a +43). 
Im Handspektroskop konnte noch eine weitere Bande bei 540 my er- 
mittelt werden, die dem Cytochrom c entsprache. Stamm P2a zeigte 
dagegen lediglich bei 605 my eine Andeutung eines Maximums, das 
jedoch im Handspektroskop nicht nachgewiesen werden konnte. 


6. In Mischkultur wurde Stamm P2a auch bei starker Impfungs- 
iiberlegenheit von Stamm M 2a unterdriickt. Aus allen Beobachtungen 
kann geschlossen werden, daf der rhodomycinbildende Stamm P2a 
dem farblosen Stamm M 2a gegeniiber als ,,degeneriert“‘ anzusprechen ist. 


Herrn Prof. Dr: A. Rreret mochte ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit und das 
Interesse, das er ihr stets entgegenbrachte, herzlich danken. Herrn Dr. THOFERN 
vom Hygiene-Institut der Universitit danke ich fiir die wertvollen Hinweise und 
Anregungen bei der Messung der Cytochrome, Herrn Prof. Dr. Bopr von der Haut- 
klinik fiir das Entgegenkommen, das mir die Ultraschall-Bebandlung meiner 
Streptomyces-Stimme erméglichte, desgleichen Herrn Prof. Dr. HoLLMANN und 
Herrn Dr. THIELE vom Institut fiir physiologische Chemie der Universitat fiir die 
Erlaubnis, die Messungen am DU-Beckman-Spektralphotometer durchzufiihren. 

Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 


Resistenz gegen Penicillin und antibiotische Bakterien. Bei der Bildung von Prodi- 
giosin handelt es sich danach wohl um ganz andere physiologische Zusammen- 
hange als bei der Bildung von Rhodomycin. 
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Die Wirkung hoher hydrostatischer Driicke 
auf SuBwasseralgen* 


Von 
GEORG STURM 


Mit 8 Textabbildungen 


(Hingegangen am 28. April 1957) 


In seinem Sammelreferat iiber die Wirkung des hydrostatischen Druckes auf 
biologische Objekte fiihrt Carrenn (1936) an, daB die altesten Versuche 1884 und 
1891 von ReGNaRD an keimenden Samen ausgefiihrt worden sind. 


Von groBerer Bedeutung als diese doch recht isolierten Beobachtungen 
sind die Untersuchungen iiber den Druckeinflu8 gegeniiber Bakterien. 


Zu erwahnen sind hier die alteren Arbeiten von CHLoprn u. TAMMANN (1903); 
Hire, Gippines u. WEAKty (1914); Larson, Harrzetn u. Dienn (1918) sowie 
Basset u. MAcHEBOBHUF (1932). Hire, Gipprnes u. WEAKLY, deren Arbeit wohl die 
wichtigste ist, stellten unter anderem folgendes fest: 1. Fiir nicht sporenbildende 
Bakterien sind zur Abtotung Driicke zwischen 3000 und 6000 Atm. nétig; 2. die 
Sporenabt6tung erfordert wesentlich héhere Driicke; 3. der Haupteffekt ergibt sich 
unmittelbar nach Beginn der Druckanwendung; die Zeitdauer der Kompression 
spielt nur in emem bestimmten kritischen Druckbereich eine Rolle; 4. die Wirkung 
auf Bakterien wird durch das Kulturmedium beeinfluBt, ferner mag auch die 
Temperatur sowie die Geschwindigkeit der Kompression bzw. Druckwegnahme 
wichtig sein. Bezeichnend ist, daB bei gleich groBen Driicken, wie sie zur Totung von 
Bakterien notwendig sind, auch EiweiB zu coagulieren beginnt (BRIDGMAN 1914). 

Das Ziel der genannten Arbeiten war in jedem Fall die Abtotung der Bakterien, 
ein Effekt, der bei der angewandten Druckhohe als physikalisch-chemisch bedingt 
bezeichnet werden darf. Die Bedeutung der Temperatur und der Zeit der Druck- 
einwirkung wurde dabei vielleicht nicht immer geniigend beriicksichtigt. 

In neueren Arbeiten haben Zo-BELL mit JoHNSON (1949) und OPPENHEIMER (1950) 
die subletalen Wirkungen des hydrostatischen Druckes auf Bakterien studiert. Sie 
setzten verschiedene Meeres- und Bodenbakterien sowie etliche Hefearten bis zu 
vier Tage lang Driicken von 200—600 Atm. aus. Dadurch wurde das Wachstum fast 
aller untersuchten Arten behindert. Zo-Brxx (1952, 1955) fand in einer Meerestiefe 
von 4000—10000 m barophile Formen, die sich nur bei 400—1000 Atm. optimal 
vermehrten. Aus Proben vom Philippinen Graben (10000 m) entwickelten sich bei 
2.5° C und 1000 Atm. Druck 10—100mal mehr Bakterien als bei 30° C unter 1 Atm. 
In verschiedenen Fallen erfuhr die auBere Gestalt von Meeresbakterien durch 
Driicke von 400—600 Atm. eine Verlangerung. Niedrige Temperaturen verstirkten 
im allgemeinen die wachstumsverzogernde und abtétende Wirkung des Druckes; 
hingegen hob héhere Temperatur die Druckwirkung groBteils auf. 

* Auszug aus einer gleichlautenden Dissertation der Naturwissenschaftlichen 
Fakultat der Universitét Miinchen. 
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Uber die Wirkung des hydrostatischen Druckes auf Algen liegen bis 
jetzt noch keine modernen Angaben vor. Das Ziel dieser Arbeit ist des- 
halb, die Wirkung des hydrostatischen Druckes auf SiSwasseralgen, 
insbesondere auf ihre Vermehrung, zu untersuchen. 


i. Material, Methodik und statistische Sicherung 


1. Material. Fiir eine Druckeinwirkung iiber mehrere Tage eignete sich Chlorella 
pyrenoidosa Chick besonders gut. Den Stamm erhielt ich freundlicherweise von Herrn 
Dr. O. Kanner. Die Kultur erfolgte in einer von ihm angegebenen Nahrlésung!. 
Zum Studium des ZellgréBenwachstums wurde Hydrodictyon verwendet. Es kamen 
fiir eine Versuchsreihe nur Klone von einem Ausgangsnetz in Frage. Als Nahrlésung 
diente eine 1:10 verdiinnte Knop’sche Lésung, der bis zur leichten Gelbfarbung 
(,.Weinfarbe‘‘) Erdabkochung zugefiigt worden war. Uber sonst verwendetes 
Material finden sich Angaben bei den entsprechenden Abschnitten. 


2.Methodik. Das in Nahrlésung befindliche Untersuchungsmaterial wurde in 
Glasrdhrehen mit einem lichten Durchmesser von 0,8 cm gefiillt. Danach wurden die- 
selben mit Zellstoffpfropfen verschlossen und in eine ebenfalls mit Nahrlosung 
gefiulte Druckkammer aus Edelstahl gegeben. Diese stand durch ein Stahlrohr von 
1 cm AuBen- und 0,5 em Innendurchmesser mit einer Oldruckpresse in Verbindung, 
durch welche der Druck iibertragen wurde. Die Druckkammer hatte die Form eines 
Zylinders von 13cm Héhe, 6 cm AuBen- und 3,5 cm Innendurchmesser. Die Hohe 
des aufschraubbaren Deckels betrug 4,5 em und sein AuBendurchmesser 8 cm. 


rundsitzlich wurde jede Versuchsprobe auf eine Kontrollprobe bezogen, die 
wahrend der Dauer der Druckeinwirkung unter gleicher Temperatur im Dunkeln 
gehalten wurde. 

Bei den Chlorella-Versuchen wurde vor Versuchsbeginn die Populationsdichte der 
verwendeten Algensuspension durch zweimaliges Auszaihlen von 15 Hamacyto- 
meterquadraten ermittelt. Dann wurde in geeichte Rohrchen jeweils die gleiche 
Menge Algonmaterial pipettiert. Bei der Auszihlung wurde immer auf eine homo- 
gene Suspension geachtet, sowie darauf, daB die Réhrchen bis zum Eichstrich auf- 
gefillt waren. 

Soweit nétig, finden sich nihere Hinweise zur Methodik bei den betreffenden 
Abschnitten. 


3.Statistische Sicherung. Ks wurde das sogenannte 7'- Verfahren angewandt. 
Aus den ermittelten ¢-Werten wurde nach einer Tafel von PATau der P-Wert be- 
stimmt. Dabei gibt P die Wahrscheinlichkeit dafiir an, daf zufallig eine min- 
destens so groBe Differenz wie die beobachtete bei zwei miteinander zu ver- 
gleichenden Messungsreihen auftritt. P-Werte von 0,01—0,0028 weisen auf eine 
schwache Sicherung hin. Erreicht P 0,0027 oder kleinere Werte, dann gilt die 
Differenz der miteinander zu vergleichenden Mittelwerte als gut gesichert. Kein 
Vorzeichen bedeutet, da die Versuchsprobe geférdert, ein negatives, daB sie 
gehemmt wurde. Werte unter 0,0002 wurden der Einfachheit halber nicht mehr 
gesundert angegeben. Der Wert 0,0002 kann also auch bedeuten, da8 P kleiner als 
0,0002 ist. 


1 Siehe Z. Naturforsch. 5b, 424 (1950). 
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II. Versuchsreihen mit Chlorella pyrenoidosa 
I. Langanhaltende Druckeinwirkung 


Da in verschiedenen Vorversuchen bei kurzer Einwirkungsdauer eine 
Druckwirkung nicht zu erkennen war, lieB ich in den folgenden Ver- 
suchen die Driicke 10—13 Tage einwirken. Dabei wurden zwei Zicle 
verfolgt: 


a) Hs sollte festgestellt werden, ob die lange Druckeinwirkung un- 
mittelbar zu einer Deformation oder zum Absterben der Algen fithrt. 
Sofort nach Entnahme aus der Druckkammer wurden deshalb 1 bis 
3 Proben mikroskopisch genau untersucht und mit einem Hamacyto- 
meter ausgezihlt. 


b) Da die Algen wahrend der Druckeinwirkung im Dunkeln waren 
und so ein Vermehrungsstillstand erwartet werden mute, wurden die 
Proben nach der Druckwegnahme dem Tageslicht ausgesetzt. Mit den 
Kontrollproben wurde genau so verfahren. In bestimmten Zeitabstanden 
wurden jeweils eine Versuchs- und Kontrollprobe mikroskopisch unter- 
sucht und ausgezahlt. So bestand die Méglichkeit, durch Druckein- 
wirkung induzierte, erst spater in der Wachstumsperiode auftretende 
Effekte zu verfolgen. 


A. 100 Atm. Druck (Tab. 1) 


Dauer der Druckwirkung 10 Tage. DieTemperatur schwankte zwischen 
two. und. 18°C. 


Tabelle 1 
Die Spalte ,, Lichteinwirkung in Tagen“ gibt die Zeit an, wahrend der die betreffende 
Probe — im AnschluB an die, durch die Druckeinwirkung bedingte, Dunkelperiode — 
dem Tageslicht ausgesetzt war. Der unter der Rubrik ,,Algenzahl je Hamacyto- 
meterquadrat‘t (,,Algenzahl je Him.“) stehende Wert stellt den Mittelwert aus 
15 Einzelmessungen dar. Die ,, Vermehrung in Prozent‘‘ bezieht sich auf die Ausgangs- 
population, die gleich 100% gesetzt wurde. ,,P“ gibt den Grad der statistischen 
Sicherung an!. 


Ausgangspopulation: 55,3 Algen/Hamacytometerquadrat. 


Licht- Licht - 

ein- Ver- ein- Ver- 
Proben- wirkung Algenzahl mehrung| P Proben- winking Algenzahl mehrung p 
nummer a je Ham. in % nummer in je Ham. in % 

Tagen ; | Tagen 

ih 0 59,8 1 0 43,0 

= 2 0 ms 2,89} |S 2] 0 | 54,2'48,1|—11,03|— 0,0002 
lo) =) 
= & 0 52,8 g 3 0 47,1 5 
S$ 4 | 11 | 54,67 —1,12) |= 4] 11 | 54,47 — 1,50|— 0,95 
M5 | 28 | 68,20 23,33 5 | 28 | 89,07 61,07/ 0,0002 


1 Die Erklarung gilt auch fiir die ibrigen Tabellen. 
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B. 200 Atm. Druck (Tab. 2) 


Dauer der Druckeinwirkung 12 Tage und 22 Std. Die Temperatur 
schwankte zwischen 17,5° und 19° C. 


Tabelle 2 


Ausgangspopulation: iat 19,435 Algen/Haimacytometerquadrat 


Licht- | . Licht - Vv. 
ben- A Al hl se ben-| °in- Al hl ia 
vee wirkung fess mere PL ee pies i ever mete P 
mer f Tagen mer Tagen 
1 0 19.00 1 0 17,93 
18,67 18,60 
2- 0 17,60 2 0 18,47 
, 8 970| __5 = 
o 17,56 18,272 5,98 $ 17,98 18,707 3,74| 0,34 
g 3 0 138 z 33 0 18,99 
z 18,33 K 18,87 
M4] 15 | 31,27 4) 15 1650, ops 
56 ast 30,000) 54,40 ree hy oof 159,84! 0,0002 
5 30 (| 72,87 en 5 30 96,87 
73 a 78,385| 277,33 me 396,01) 0,0002 


C. 300 Atm. Druck (Tab. 3) 


Dauer der Druckeinwirkung 13 Tage. Die Temperatur schwankte 
zwischen 19° und 21° C. 


Ausgangspopulation: 


Tabelle 3 


24,67 
9 ri 24,50 Algen/Himacytometerquadrat 


_| Licht- Licht- | 
c ein- Phas Ver= _| ein- Ver- 
niiiad wirkung ae roan mehrung| P ] ).|Wirkung Algenzahl mehrung B 
are in he ase in % be in je Haim, in % 
Tagen Tagen 
1 0 | 25,07 y 1 Q | 23,87 
| al 25,12 2,45 24 4 24,00 |— 2,04 |— 0,08 
o 2 10 | 37,60), _ 2 =e) 10 | 30,87 
a 3147} 87585 54,49 s 31, sof 31,035| 26,67 |— 0,0002 
~_ mM 
= ra 
o3 20 OOS one : 23 20 | 51,67 
‘2 58, 19} 8765 139,86 | | 573f 5120 108,98 |— 0,0002 
a} a0) 66,73) 2, : 4| 30 |52,93 
| 66 37 f 6,50 171,43 | ats 53,165, 117,00 |— 0,0002 
i > 1 jae es 4 
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D. 400 Atm. Druck (Tab. 4) 


Dauer der Druckeinwirkung 13 Tage. Die Temperatur schwankte 
zwischen 19° und 21° C. 


Tabelle 4 
; 13,80 
Ausgangspopulation: 13.40 13,60 Algen/Hamacytometerquadrat 


en= ||: ee Algenzahl vere es A ein- Ver- 
eis oe teHem: ee P sania wirkung) at mehrung P 
Mer | macen | % mer ae | in % 
meee (2.74) tpl PO. h07 
13.47 f 12605 — 7,32 1390p L208 — 11,51|— 0,27 
Bnet £07) 2 oe i 619,67) 
13,40] 1285 — 2,68 tao j 9.785 — 28,42 — 0,002 
23 10 | 28,00 3 | 10 | 14,60 
é Evatt 27,835) 104,67 : : £53 pltt65 6,36|— 0,0002 
{=| ; n 
Ba} 15 |39,27 #4 | 15 | 21,00) 
e ert 39,57 | 190,96, |2 30,53[ 203765) 52,68\— 0,0002 
5 | 20 | 44,40 3 5 | 20 | 18,53 | 
5 on 44,385) 225,99 4 1347 1850 36,03|— 0,0002 
6| 25 |54,27) 6| 25 |25,80].. 
54,20] 94235) 298,79 sed 25,70 | 88,97|— 0,0002 
7 | 30 |65,73).. z 7| 30 |34,87 
é Zak 65,265| 379,89 34, mt 34,67 | 154,93|— 0,0002 


Ergebnis: Die lange Druckeinwirkung von 10 baw. 13 Tagen hatte 
die Algen weder deformiert noch zerstért. Das Wachstum war zwar 
eingestellt worden, der Kontrollversuch zeigte aber, dal dies lediglich 
auf die Dunkelheit in der Stahlkammer zuriickzufihren war. 

Erst nachdem die Algen wieder dem Tageslicht ausgesetzt worden 
waren, ergab sich, daf die Driicke von 100—200 Aim. eine Férderung der 
Vermehrung bewirkten; noch stirkerer Druck von 300 bzw. 400 Atm. be- 
dingte jedoch ein Absinken der Vermehrungsrate (Abb. 1). 


2. Kurze Druckeinwirkung: Dauer 5 Std 


Die bisherigen Versuche haben ergeben, daf lang anhaltende Druck- 
einwirkung bei Chlorella pyrenoidosa die Vermehrungsgeschwindigkeit 
zu beeinflussen vermag. Die nachfolgenden Versuche sollen nun die 
Frage klaren, ob und wie weit die erzielten Effekte neben der Druckhéhe 
auch von der Druckeinwirkungsdauer abhaingig sind. Dazu wurden die 
Algen 5 Std lang verschieden hohen Driicken unterworfen und an- 
schlieBend dem Tageslicht ausgesetzt. 
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Ergebnis: Die nur dstiindige Druckeinwirkung bewies, daf der erzielte 
Effekt neben der Druckhéhe wesentlich von der Druckeinwirkungsdauer 
abhangig ist. So ergaben 200 Atm., die bei 13tagiger Einwirkung eine 
deutliche Vermehrungsférderung verursachten, noch keine Verdénderung. 
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Erst Driicke von 300—500 Atm., die bei langer Einwirkung hemmend 
wirkten, hatten hier eine stark ausgepragte Steigerung der Vermehrungs- 
rate zur Folge (Abb. 3—5). 

Beim Studium der Kurven (Abb. 3—5) fiallt ferner auf, daB sich die 
fordernde Druckwirkung erst nach einer ,,Anlaufzeit‘‘ bemerkbar macht, 
und bei 500 Atm. (Abb. 6) finden wir nach 5tagiger Lichteinwirkung 
Sogar eine statistisch gesicherte Vermehrungshemmung. Deshalb méchte 
ich annehmen, daf sich die Druckwirkung aus zwei Komponenten zu- 
sammensetzt. 
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Die eine davon ist von der zugefiihrten Reizmenge (dem Produkt aus 
Druckhéhe und Einwirkungsdauer) abhaingig und wirkt auf die Ver- 
mehrung zuerst stimulierend, nach Uberschreiten eines Grenzwertes aber 
schadigend ein. Die zweite wird hauptsachlich durch die Druckhdéhe 
bestimmt und hat eine, zumindest bis zu einer bestimmten Druckhohe, 
reversible Schadigung zur Folge. 

Das Ausbleiben der auch im Anfangsstadium zu erwartenden Forde- 
rung liefe sich so durch die ent- 
gegengesetzt wirkenden, hier gleich 
starken, Krafte der zwei Kompo- 
nenten erklaren. 700 
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Abb. 5. D 400 Atm. Druck (Wiederholungsversuch) 


Abb. 6. E 500 Atm. Druck. Bei 500 Atm. liegt die Grenze der Oldruckpresse. Begreiflicherweise 
traten deshalb Schwankungen zwischen 485 und 510 Atm. auf. Sie wurden laufend korrigiert 


Die Vermehrungshemmung bei 500 Atm. liegt in dem Uberwiegen 
der schadigenden Komponente begriindet, und erst nach deren Abbau 
tritt die Férderung zutage. 


3. dstiindige Druckeinwirkung in Abhdngigkeit vom pu-Wert 


Methodik: Die Bestimmung der Populationsdichte der Algensuspension erfolgte 
mit einem Photometer. Zur Eichung wurde von einer ziemlich konzentrierten Algen- 
suspension durch Himacytometerzahlungen die Populationsdichte ermittelt. Von 
dieser Stammlésung ausgehend wurden Verdiinnungen von jeweils bekannter 
Populationsdichte hergestellt. Mit dem Putrricn-Photometer wurden nun die Ex- 
tinktionen der betreffenden Suspensionen gemessen. Die in einer Kurve zusammen- 
gefaBten Punkte ergaben eine Gerade. Der Umrechnungsfaktor betrug 218. Ex- 
tinktionswert - 218 = Populationsdichte. Die Populationsdichte gibt dabei — wie bei 
den vorherigen Versuchen — die auf ein Hamacytometerquadrat treffende Algen- 
anzahl an. Fiir die Messungen kam das Filter S 47 zur Verwendung. Es hat ein 
Durchlassigkeitsmaximum von 4580 A und seinen wirksamen Filterschwerpunkt bei 


4650 A. 
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Das gewiinschte pa-Milieu wurde durch Zusatz von HCl bzw. KOH zur Nahr- 
lésung erzielt. Durch die genannten Reagentien kamen also keine neuen Ionen in die 
Nahrlésung. Die Bestimmung des py-Wertes erfolgte mit Chinhydron-Wasserstoff- 
Antimon-Elektrodenketten. 

Vor Versuchsbeginn wurde eine konzentrierte Algensuspension in das ge- 
wiinschte py-Milieu gebracht. Die entsprechenden Vergleichsproben wurden (ab- 
gesehen von der Druckeinwirkung) den gleichen Bedingungen unterworfen. Nach 
Beendigung der Druckeinwirkung wurden die Algen der Versuchs- und Vergleichs- 
proben bei 4000 U/min 4 min lang abzentrifugiert. Dann wurden die Algen in 
normale Nahrlésungen mit einem px-Wert von 6,5 gebracht. 

Versuchs- und Vergleichskulturen wurden nun in der Weise mit Nahrlésung 
verdiinnt, daB beide genau den gleichen Ausgangsextinktionswert erreichten. Diese 
Algensuspensionen wurden auf je 3 (in einigen Fallen auf 4) Erlenmeyerkolben von 
100 cm? verteilt und darin im Tageslicht weiterkultiviert. 

Die angegebenen Werte stellen den Mittelwert aus 3 bzw. 4 Kolben dar. Die fiir 
eine Kinzelprobe erhaltene Zahl entspricht dem Mittelwert aus 5, bei starker ab- 
weichenden Werten aus mehreren, Messungen. 


Versuche: Die Beobachtungsdauer der Algen betrug mindestens 25 Tage. Es_ 
wurden zwei Versuchsreihen durchgefiihrt: 


A. 400 Atm. Druck. py-Wert 3, 4, 5, 6, 6,5 (entspricht der normalen Nahrlésung), 
7,5 und 8. 


B. 200 Atm. Druck. pq-Wert 4, 6 und 8. 


Ergebnis: Wie im Abschnitt ,,Methodik* bereits erwahnt wurde, be- 
fanden sich bei diesen Untersuchungen Vergleichs- und Versuchskulturen 
jeweils im gleichen pxr-Milieu. 

Es sollte also nicht der direkte EinfluB des px-Wertes untersucht, 
sondern die Frage geklart werden, ob die Druckwirkung durch den ver- 
anderten pu-Wert beeinfluBt wird. Zudem war die Einwirkungsdauer des 
veranderten pa-Wertes so gering gehalten (wenig tiber 5 Std), daB kaum 
Nachwirkungen zu erwarten waren. 

Bei 5stiindiger Einwirkung von 200 Atm. war die Druckwirkung so 
schwach, da auch ein veriinderter py-Wert keinen deutlichen Einflu8 
erkennen lieB; obschon sich bei py 4 eine minimale Férderung der 
Vermehrung zeigte. 

Kine 5stiindige Druckeinwirkung von 400 Atm. induzierte bei dem 
optimalen px-Wert von 6,5 eine deutliche Vermehrungssteigerung. Im 
extrem sauren Bereich (3) wurde die Vermehrungssteigerung nicht nur 
aufgehoben, sondern in eine Hemmung umgekehrt. Bereits bei einem 
pu-Wert von 4 war eine ganz schwache Steigerung der Vermehrung zu 
verzeichnen, die aber laingst nicht so stark war wie bei py-Werten von 5, 
6 oder gar 6,5. Beim Uberwechseln in den alkalischen Bereich wurde die 
Vermehrungsforderung wieder aufgehoben und konnte bei den px-Werten 
7,5—8 schon nicht mehr festgestellt werden (s. Tab. 5 und Abb. 7). 

Da extremer pu-Wert ebenso wie lingere Druckeinwirkung (s. 8. 113) 
an Stelle der Vermehrungsforderung eine Hemmung bewirkt, muB ver- 
mutet werden, dak ein wngiinstiges pu-Milieu die Druckwirkung verstéirkt. 
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Wie die Druckwirkung durch den py-Wert beeinfluBt wird, ist noch 
unklar, vielleicht spielt der isoelektrische Punkt dabei eine Rolle. 

Tab. 5 zeigt die nach 25 tigiger Lichteinwirkung bei 5stiindiger Druck- 
einwirkung von 400 Atm. gewonnenen Werte. 


Tabelle 5 
1 = Ausgangspopulation in Algen/Hamacytometerquadrat, 2 = Population der 
Vergleichsprobe nach 25 Tagen in Algen/Hamacytometerquadrat, 3 = Population 
der Versuchsprobe nach 25 Tagen in Algen/Hamacytometerquadrat, 4 = 100% 
gesetzte Ausgangspopulation, 5 = Zunahme der Vergleichsprobe nach 25 Tagen in 
Prozent, bezogen auf die Ausgangspopulation, 6 = Zunahme der Versuchsprobe 
nach 25 Tagen in Prozent, bezogen auf die Ausgangspopulation, 7 = Differenz der 
Zunahme der Vergleichs- und Versuchsprobe in Prozent 


pH 1 2 3 4 5 6 7 

3 19,6 86,1 EO) 100 339 297 — 42 
4 23,1 84,1 87,2 100 264 277 + 13 
5 21,8 O77 110,1 100 348 405 a Ol 
6 18,9 84,0 | 100,0 100 344 429 + 85 
6,5 22,9 71,5 93,0 100 212 306 -++- 94 
7,5 20,1 98,0 106,0 100 388 427 | + 39 
8 24,0 103,0 94,0 LOO (Hie 322 te 292 — 37 


In Abb. 7 wurden die Vergleichsproben gleich 0 gesetzt, die Kurve 
ergibt sich aus den unter der Spalte 7 stehenden Werten der Tab. 5. 


! 
3 “ 5 6 65 5 68 
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Abb. 7. pp-Abhangigkeit der Vermehrungsforderung bzw.-hemmung 
bei 5stiindiger Druckeinwirkung von 400 Atm. 


Ill. Versuche mit Hydrodictyon 
In den folgenden Versuchsreihen wurde der EinfluB des hydrostatischen 
Druckes auf das Zellangenwachstum bei Hydrodictyon reticulatum (.) 


verfolgt. 

Nuxp (1952) unterwarf die Algen intermittierender Belichtung und stellte dabei 
fest, daB sie nur bei Belichtung wachsen, wahrend sie in der Dunkelheit sehr rasch 
ihre ZellvergréBerung einstellen. 
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Dies gab AnlaB, in der Versuchsreihe 1 zu priifen, inwieweit es von - 
Bedeutung ist, ob die Druckeinwirkung in der Wachstumsphase (bei. 
Tage) oder wihrend des Wachstumsstillstandes (bei Nacht) erfolgt. 

Methodik. Es wurde jeweils ein Netz, nachdem es ausgemessen war, in der Mitte : 
quer durchschnitten und die eine Hialfte zur Vergleichs-, die andere zur Versuchs- : 
kultur verwendet. Die Verletzung hat nach Nees keine Beeintrachtigung des Netz- | 
wachstums zur Folge. 

Es wurden nur relativ junge, gleichmaBig gewachsene Netze von zylindrischer ' 
Gestalt verwendet. Das Ausmessen erfolgte, indem die Zellen von einem Netzende | 
bis zum anderen durchgemessen wurden. Die angefiihrten Mittelwerte wurden i immer ' 
aus 30 Einzelmessungen gewonnen. 

Die Zellange ist in Mikrometerteilstrichen angegeben (ein Teilstrich = 10,2 za 


I. 5stiindige Druckeinwirkung in der Belichtungs- 
und in der Dunkelphase 


Driicke von 100, 200 und 400 Atm. wurden sowohl in der Licht- alll 
auch in der Dunkelphase angewandt. Nach der Druckeinwirkung wurden | 
die Algen mindestens 15 Tage beobachtet. 


Ergebnis: 5stiindige Druckeinwirkung fiihrte in der Belichtungs-. 
phase lediglich bei 200 Atm. zu einer schwachen Wachstumsforderung, 
Auch in der Dunkelphase zeigte sich bei 200 Atm. eine geringe Wachstums- 
forderung; die hier jedoch auch noch bei 400 Atm. gerade festgestellt 
werden konnte. Die Forderung erstreckte sich alsoin der Dunkelphase iiber 
einen gréferen Druckbereich. Bemerkenswert ist, daB sich in der Dunkel-. 
phase bei 100 Atm. eine zwar minimale, aber statistisch teilweise zu. 


Tabelle 6 
100 Atm. Druck, hagas Mag von 22.10 Uhr bis 3.10 Uhr. 
Ausgangsmessungen: Netz 1: 2,63, Netz 2: 2,70 Mikrometerteilstriche 


& | Licht- Zu- S | Licht- Zu- 

& einwir- Mittelwert nahme e einwir- Mittelwert nahme 

= | kung Mikrometer- der |P| & | kung Mikrometer- der P 

g in teilstriche —_‘| Zelliinge 8 in teilstriche Zelliinge 

> Tagen % = Tagen % 

zw ia 
ee ee ee eee ee ee ee eee 
Kontrolle Versuch 

1 15 | 40,08 | 37,40 |1422,1 1 15 | 36,60 | 33,97 |1291,6 |— 0,0025 

2 15 | 24,40 | 21,70 | 803.7 Z 15 | 21.93 | 19.23.| 712.2 |— 0,0007 


sichernde Wachstumshemmung ergab (s. Tab. 6). Die Erklarung méchte 
ich, ahnlich wie bei Chlorella pyrenoidosa, in dem Zusammenwirken 
zweier verschiedener Komponenten der Druckwirkung suchen (s. 8. 114). 
Bei 100 Atm. tritt in der Belichtungsphase keine nachweisbare Druck- 
wirkung auf. Auch in der Dunkelphase tritt bei 100 Atm. noch keine 
Férderung ein, doch ist die schaidigende — hier irreversible — Kom- 
ponente bereits ausgepriagt. Die im Gegensatz zu Chlorella pyrenoidosa 
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0 minimale Wachstumsfoérderung diirfte vielleicht ebenfalls ihren Grund 
n der hier wesentlich stérker und irreversibel wirkenden schadigenden 
Komponente des Druckeffektes haben. 


2. 26stindige Druckeinwirkung 
Druckhohe 400 Atm. Temperatur 18° C 
Tab. 7 zeigt deutlich den schidigenden Einflu8 einer Druckhdhe von 
100 Atm. nach 14tagiger Belichtung. Die beobachteten Unterschiede 
zwischen Vergleichs- und Versuchsnetz sind mit P < 0,0002 sehr gut 
sesichert. 


Tabelle 7 
Ausgangsmessungen: Netz 1 : 3,30, Netz 2: 4,93, Netz 3:3,70, 
Netz 4: 4, 37 Mikrometerteilstriche 


| t | 


Licht- Zu- S | Licht- Zu- 

5 ein- Mittelwert nahme F ein- Mittelwert nahme 

Zz wirkung| Mikrometer- der ig 2 wirkung| Mikrometer- der i 

S in teilstriche Zellainge S in teilstriche Zellange 

zs Tagen % iF Tagen % 
S 1 14 | 87,13 | 33,83 |1025,2 ips | 14 | 24,60 | 21,30 | 645,5 |— 0,0002 
22) 14 | 85,87 | 30,94 | 627,6 32/ 14 | 21,58 | 16,60 | 336,7 |— 0,0002 
5 3/ 14 | 86,07 | 32,37 | 874,9 83; 14 | 26,10 | 21,40 | 578,4 |— 0,0002 
44} 14 | 87,68 | 33,26 | 761,1| |= 4| 14 | 21,87 | 17,67 | 404,3 |— 0,0002 


3. dstiindige Druckeinwirkung bei 0°C 


Zo-Bett fand bei Bakterien, da niedere Temperaturen die schadigende Druck- 
wirkung verstarken. 

JOHNSON u. Eyrine fiithren die Hauptursache der Druckwirkung auf.die Volu- 
mendnderung zuriick. Diese wird durch den Kompressibilitatskoeffizienten aus- 
gedriickt und hangt von der Temperatur ab. Er betragt z. B. bei 1—100 Atm. fiir 
0°C 511, fiir 20°C 468; bei 100—200 Atm. fiir 0°C 492 und fiir 20°C 442 (aus 
LANDOLT-BORNSTEIN, Bd. J, S. 100; 1923). 

Aus diesen Griinden fithrte ich mit Hydrodictyon eine Versuchsreihe 


bei tiefer Temperatur durch. 


Versuch: Druckhéhe 200 Atm. 

Die Temperatur betrug fast genau 0° C. Sie wurde durch Vereisen 
der Druckkammer mit CO, erzielt. Die Vergleichskulturen befanden sich 
inzwischen bei gleicher Temperatur im Hisschrank. 

Ergebnis: 5stiindige Druckeinwirkung hatte bei 200 Atm. und einer 
Temperatur von 0°C eine klar abzusichernde Wachstumshemmung der 
Versuchskulturen zur Folge (s. Tab. 8). 

Sehr schén zeigt das die Saiulenskizze (Netzlange) der Kontroll- und 
Versuchsalgen bei 20° und 0° C in Abb. 8: bei 20° C schwache Forderung 
der Druckwirkung, bei 0° C eindeutige Hemmung. Die Lichteinwirkung 
betrug 15 Tage. 
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Tabelle 8 


200 Atm. Druck, 5 Std Einwirkungsdauer bei 0°C. Ausgangsmessung: Netz 1: 3 i 
Netz 2: 4,40, Netz 3: 3,50, Netz 4: 4,77 Mikrometerteilstriche 


T 


& | Licht- Zu- S | Licht- Zu- 
3 ein- Mittelwert nahme 2 ein- Mittelwert nahme ‘ 
2 wirkung| Mikrometer- der 2 wirkung) Mikrometer- der ie 
in teilstriche Zellinge S in teilstriche Zelliinge 
iz, Tagen | % io Tagen % 
1 5 8,63 | 5,10 | 144,5 1 5 787 | 4,34 | 122,9 |—0,001& 
10 | 26,48 | 22,90 | 648,7 10 | 18,40 | 14,87 | 421,2 |— 0,000 
15 | 61,48 | 57,95 |1641,6 15 | 85,79 | 32,26 | 913,9 |\— 0,0002: 
2 5 | 18,08 | 8,53 | 189,6 2 5 | 11,48 | 6,93 | 154,0|—0,0002: 
2 10 | 87,60 | 33,10 | 735,6 _ 10 | 27,28 | 22,73 | 505,1 — 0,0002! 
3 15 | 68,44 | 63,94 |1420,9| | 5 15 | 46,98 | 42,48 | 944,0 |— 0,0002 
Sead fH | 
53 5 |10,80 | 6,80 | 194,3 Ss 3 5 9,67 | 6,17 | 176,3 |— 0,015 
< 10 | 29,87 | 25,87 | 739,1 10 | 22,97 | 19,47 | 556,3 |— 0,0002: 
15 | 61,89 | 58,39 |1668,3 15 | 46,40 | 42,90 |1225,7 |\— 0,0002: 
4 & 816580!) 11553 | 24107 4} 5 |12,47| 7,70} 161,4|—0,0002 
| 10 | 47,70 | 42,93 | 900,0 10 | 27,83 | 22,56 | 473,0 |— 0,0002; 
15 124,12 |119,35 |2502,1 | 15 | 71,51 | 66,74 |1399,1 |— 0,0002: 
240 720 
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Abb. 8. 5stiindige Druckeinwirkung von 200 Atm. bei 20° G und 0° G 


IV. Versuche mit geringem Uberdruck 


Den Einflu8 geringen Uberdruckes auf submerse Wasserpflanzen hat 
FERLING (1957) gepriift. Deshalb wurde untersucht, ob auch bei unseren 
Algen niedere hydrostatische Driicke, wie sie von dkologischer Bedeutung 
sind, auf die Vermehrung bzw. auf das Wachstum Einflu& haben. 
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_Als Untersuchungsmaterial dienten Chlorella pyrenoidosa und H ydrodictyon 
reticulatum. Die Algen befanden sich in mit Nahrlésung gefiillten Glasréhrchen, die 
mit Zellstoff leicht verschlossen waren. Diese standen in ebenfalls mit N. ahrlosung 
gefiillten starkwandigen Glasflaschen. Der Druck wurde durch eine Quecksilber- 
sdule erzeugt. Jeder Versuchsprobe entsprach auch hier eine Kontrollprobe. 


Versu ch e: 1. 0,9 ati. Einwirkungsdauer 12 Tage.Versuchsobjekt: H ydrodictyon. 
2. 2 atti. Kinwirkungsdauer 10 Tage. Versuchsobjekt: Chlorella und H ydrodictyon. 


Eine Wirkung der niedrigen Uberdriicke lieB sich nicht feststellen. 


V. Versuche mit anderen Algen 


I. Zygnema spec. 


3stiindige Druckeinwirkung von 400 Atm. war ohne Einflu8 auf Zell- 
lange und Zelldicke, jedoch wird das Fadenwachstum bzw. die Teilungs- 
geschwindigkeit durch den Druck anscheinend gefordert; doch zeigte 
die angewendete Methode zu groBe Ungenauigkeiten, um weitergehende 
Schliisse zu ziehen. 


2. Desmidiaceen 


Als Material diente eine Desmidiaceen-Mischkultur. Durch die Versuche sollten 
segebenenfalls auftretende Verinderungen der Zellmembranstruktur festgestellt 
werden. Die mikroskopische Untersuchung erfolgte deshalb mit Olimmersion sowie zur 
Sichtbarmachung der Gallerthille als Tuschepraparat. Auszaihlungen zur Be- 
urteilung der Vermehrungsrate wurden nicht unternommen. Die Algen wurden 
nach der Druckeinwirkung in bestimmten Zeitabstinden untersucht. 

Durchgefiihrt wurden Versuchsreihen bei 400 Atm. Druck, 18° C und 5 bzw. 
26 Std Einwirkungsdauer; ferner bei 200 Atm. Druck, 0° C und einer 5stiindigen 
Kinwirkungsdauer. 

An der Membranstruktur konnten dabei in keinem Fall Veranderungen beob- 
achtet werden. 


3. Auferordentlich verstirkte Vermehrung einer Cryptomonade 
durch Druckeinwirkung 


Bei den Chlorella-Versuchen fiel auf, dai in den Versuchsproben, die 
siner 5stiindigen Druckeinwirkung von 300—500 Atm. ausgesetzt waren, 
bei der ersten Messung nach 5 Tagen Lichtzutritt regelmaBig kleine, 
farblose, metabolische, nicht naher bestimmbare Cryptomonaden auf- 
traten, die nach weiteren 5 Tagen Belichtung fast vollstandig ver- 
schwunden waren. 

Bei einer Auszihlung ergaben sich bei einem Versuch mit 5stiindiger 
Druckeinwirkung von 400 Atm. in 128 Himacytometerquadraten in der 
Vergleichsprobe 6 (= 0,047/Quadrat), in der Versuchsprobe 687 
= 5,37/Quadrat) Cryptomonaden. 

Offenbar war also die rapid gesteigerte Vermehrung erst durch die 
Binwirkung des hydrostatischen Druckes induziert worden. 
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VI. Diskussion 


Bei dem Versuch, die Druckeinwirkung auf pflanzliche Organismen) 
zu analysieren, stoBen wir auf drei groBe Wirkungsbereiche des hydro-. 
statischen Druckes. 


1. Submerse héhere Wasserpflanzen dienten GESSNER (1952) und ins-.- 
besondere FERLING (s. S. 120) als Untersuchungsobjekte fiir einen Druck; 
von 1—2 atii. Die Autoren vermuten, daB die erzielten Effekte (Beein-. 
flussung des GréBenwachstums, Hemmung der Organdifferenzierung: 
usw.) weitgehend durch Veranderungen der Interzellulargase bedingtt 
seien. 

2. Kine Druckhéhe bis zu 500 Atm. zeitigt aber, wie JoHNSON u. 
Eyrine (1948) annehmen, ,,ganzlich andere Wirkungen“. Dafiir sprichtt 
meines Erachtens auch die groBe Rolle, die hier die Einwirkungsdauert 
im Gegensatz zu untenstehenden Arbeiten (Driicke von etwa 10000 Atm.) 
spielt. 

Kin Vergleich mit den von Zo-BELL u. Mitarb. untersuchten Druck-. 
wirkungen bis zu 600 Atm. auf Bakterien ist nur bedingt zulissig, da) 
nach BripGMAN (1926, 1931) der erzielte Druckeffekt in direkter Be- 
ziehung zur Molekiilstruktur steht. 


3. Relativ zahlreiche Untersuchungen iiber den EinfluB von ungefahri 
10000 Atm. auf die Denaturierung von Proteinen, die Abtétung von: 
Bakterien, die Inaktivierung von Enzymen usw. (Basser u. Macue- 
BOEUF 1932, CaTTEL 1936, Brrp@Man 1946) lassen den SchluB zu, daB. 
die Wirkung, analog der recht ahnlichen Hitzecoagulation von EiweiB, 
auf einer groben Veranderung der Molekiilstruktur beruht. 

Die vorliegende Arbeit erstreckt sich hauptsichlich auf den Bereich 
von 100—500 Atm. Es soll zuniachst erértert werden, welche Faktoren 
durch den hydrostatischen Druck beeinfluBt werden. 

An erster Stelle sei der Kompressibilititskoeffizient von Wasser ge- 
nannt, der bei steigendem Druck und bei steigender Temperatur ab- 
nimmt (s.S.119). Hingegen ist die Bedeutung der Salzkonzentration 
(Nahrlésung) bei SiiBwasseralgen so minimal, daB sie auBer Acht ge- 
lassen werden kann. 

Weit tiber die Volumenverminderung hinaus wirkt der Druck auf das 
Gleichgewicht und die Reaktionsgeschwindigkeit vieler chemischer Pro- 
zesse ein (FANIcETT u. GrBson aus: CarrEL 1936). Die beobachteten 
Effekte kénnen also auf Anderungen im Sol-Gel-System, im Redox- 
System, in der Viscositit, die ebenfalls durch Druck beeinfluBt wird, 
sowie in Enzymreaktionen beruhen. 

Nach Arbeiten von Zo-Bxtu (S. 109) und nach eigenen Beobachtungen 
(S. 119) hat die Temperatur einen groBen EinfluB auf die Druckwirkung; 
erhéhte Temperatur mindert sie, niedrige verstirkt sie. Der Grund ist 
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in der antagonistischen Wirkung von Druck und Temperatur auf die 
Molekiilbeweglichkeit zu suchen. In Harmonie damit steht die Auffassung 
von JOHNSON u. Eyrine, die die Hauptursache der Druckwirkung in 
einer Volumenanderung sehen. 

Das pu-Milieu scheint, vom Optimum (py-Wert 6,5) ausgehend, mit 
Zunahme der Aciditaét und Basizitat auf den Druckeffekt verstarkend 
zu wirken (S. 116). 

Unklar ist, an welcher Stelle die Druckwirkung angreift. Gussner 
(1955) vermutet, daB es eventuell das Apoenzym ist, das durch Druck 
Veranderungen erfahrt. Die von Zo-BrLL sogenannten_,,barophilen“ 
Organismen — er versteht darunter Organismen, in seinem Falle Meeres- 
bakterien, die unter hohem Druck wesentlich besser als unter Normal- 
druck gedeihen — lieBen sich dann eventuell durch die Entstehung be- 
sonders stabiler EKiweiBmolektile erkliren. Auch das Verhalten der auf 
8. 121 erwahnten Cryptomonade diirfte hierher gehéren. Sicher ist ledig- 
lich, daB wir bei der Kompliziertheit der Wechselwirkungen nicht be- 
rechtigt sind, einen Einzelfaktor herauszugreifen und auf ihn die — 
wahrscheinlich inhomogene — Druckwirkung (S. 114) zuriickzufiihren. 

Grundsdtzlich miissen Zeitdauer und Druckhohe in direkte Beziehung 
zueinander gebracht werden. Beide zusammen ergeben eine Reizmenge, 
die nach Uberschreiten der Reizschwelle je nach Starke zuerst stimu- 
lierend und dann hemmend wirkt. Bei welcher Reizmenge das fordernde 
oder das hemmende Stadium beginnt, hangt ebenso wie die Starke des 
erzielten Effektes von der Organisationshéhe und der physiologischen 
Widerstandsfahigkeit der betreffenden Alge ab. 

So interessant die Einwirkung hoher hydrostatischer Driicke auf SuB- 
wasseralgen vom physiologischen Standpunkt aus sein mag, dkologisch 
ist sie von keiner direkten Bedeutung. Wichtig ware zu wissen, wieweit 
Meeresalgen auf Druck ansprechen; leider fehlen dartber bis jetzt. Unter- 
suchungen. Gegeniiber dem Licht diirfte aber auch hier der Druck als 
den Lebensraum begrenzender Faktor zuriicktreten, obschon seine 
Bedeutung nicht vollig abgestritten werden kann. 

¥iir die Themastellung und viele Anregungen méchte ich Herrn Professor 
GessNER meinen herzlichen Dank sagen. Den Direktoren des Botanischen 
Institutes, Miinchen, Herrn Professor RENNER und seinem Nachfolger, Herrn 
Professor Brauner bin ich fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes zu Dank 
verpflichtet. 


Zusammenfassung 
1. Bei Chlorella pyrenoidosa Chick induziert eine Druckeinwirkung 
von 10 bzw. 13 Tagen eine Vermehrung der Zellteilungen, die bei 200 Atm. 
wesentlich deutlicher ist als bei 100 Atm. Driicke zwischen 300 und 
400 Atm. dagegen bedingen ein deutliches Absinken der Vermehrungs- 
rate. 
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2. Eine 5stiindige Druckeinwirkung von 200 Atm. bleibt ohne EinfluB,) 
eine soleche von 300—500 Atm. hat zundchst ein Absinken der Ver-: 
mehrungsrate zur Folge, welche jedoch nach etwa 10 Tagen in das: 
Gegenteil umschligt und zu einer starken Steigerung der Zellteilung: 
fiihrt. Es ist somit eine deutliche Spatwirkung auch des kurzfristigen: 
Druckversuches nachweisbar. 


3. Vermehrung sowie Verminderung der Zellteilung unter dem EinfluB; 
von 400 Atm. Druck sind deutlich pa-abhangig. Sowohl im sauren als; 
auch im alkalischen Bereich tritt bei 400 Atm. nicht jene Vermehrungs-. 
forderung ein, die in neutraler Losung zu beobachten ist. 


4. Hydrodictyon reticulatum (L.) reagiert auf den hydrostatischen Druck: 
empfindlicher als Chlorella. Eine 26stiindige Druckeinwirkung von: 
400 Atm. setzt das Zellwachstum bis zur Halfte herab. Dagegen ist die: 
stimulierende Wirkung des Druckes hier wesentlich geringer als bei. 
Chlorella: nach einer Einwirkungsdauer von 200 Atm. wahrend 5 Std! 
ist nur eine leichte Wachstumsférderung nachzuweisen. 


5. 5stiindige Druckeinwirkungen, in der Hell- und Dunkelphase ange- 
wendet, fiihrten zu keinen vdéllig eindeutigen Ergebnissen tiber eine: 
verschiedene Sensibilitaét gegentiber dem hydrostatischen Druck in der 
Tagesperiode. 


6. Tiefe Temperaturen verstirken den Effekt des hydrostatischen 
Druckes. Eine 5stiindige Druckeinwirkung von 200 Atm. bei 0° C ver- 
ursacht eine eindeutige Verzégerung des Wachstums. 


7. Geringe Uberdrucke (1—2atu.), welche nach FERLING starkste 
Wirkungen auf das meristematische Wachstum héherer Wasserpflanzen 
austiben, bleiben bei Algen (Chlorella und H ydrodictyon) ohne nachweis- 
baren EinfluB. 

8. Morphologische Verainderungen an Desmidiaceen bei 5- und 26stiin- 
diger Kinwirkung von 400 Atm. waren nicht feststellbar. 


9. Kine nicht naher bestimmbare Cryptomonade zeigte bei Driicken 
von 300—500 Atm. in 5stiindiger Einwirkungsdauer eine rapid ge- 
steigerte Vermehrungsrate. 
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(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Universitat Turin) 
Vorstand: G. F. De GAErTANI 


Das Bakterien/L-Formen-Verhaltnis 
in den aus Miausen isolierten 
Proteus- und Salmonella-Stammen 


Von 
TULLIO TERRANOVA u. PAOLO DE GREGORIO 


(Bingegangen am 17. Mai 1957) 


Viele Bakterienstamme erzeugen, wenn sie laéngere Zeit im Laborato- 
rium geziichtet werden, keine L-Formen; wenn dagegen ihre Isolierung 
erst vor kurzem erfolgte, zeigen sie einen natiirlichen Pleomorphismus 
und werden leichter in L-Formen umgewandelt (DreNEs 1950, TULASNE 
1951). 

Bei friiheren Untersuchungen hatten wir nachweisen kénnen, wie 
wichtig die Uberimpfung auf Tiere ist, um L-Formen zu erhalten (DE 
GREGORIO u. TERRANOVA). Es wurde beobachtet, dai die Umwandlung 
bei 60° der aus Mausen isolierten Salmonella-Stémme und bei 20% 
der Laboratoriums-Staémme zu erreichen ist. Diese Befunde wurden auf 
die im tierischen Organismus stattgefundenen Bakterienverinderungen 
zurickgefiihrt. Wir stellten weiterhin fest, daB bei einem bestimmten 
Bakterienstamm und unter besonderen Untersuchungsbedingungen 
immer eine gleiche Zahl von Bakterien im Stande ist, L-Formen zu 
erzeugen, so daf das Bakterien : L-Kolonien-Verhaltnis (B/L-Verhaltnis) 
unverandert bleibt (TERRANOVA u. DE GREGORIO). 

Es wurden nun Untersuchungen angestellt, um bei Laboratoriums- 
Stémmen und den aus der Maus isolierten Bakterienstémmen das B/L- 
Verhaltnis zu bestimmen, die aus Laboratoriums-Stémmen erzeugten 
L-Formen quantitativ auszuwerten und die nach Uberimpfung in einem. 
tierischen Organismus vorkommenden Veranderungen zu verfolgen. 


Material und Methode 


Bakterienstimme. Proteus P,, und Ahmed, Salmonella 240 und 168 aus 
dem Laboratorium von Prof. TuLasnn; Salmonella Hvittingfoos 95 und Schott- 
miilleri 679, die erste aus dem Internationalen Zentrum fiir Salmonellen unter der 
Leitung von Prof. KauFFMANN, die zweite aus dem ,, Istituto Sieroterapico Italiano’. — 

Kulturfliissigkeiten. ,,Difeo Heart Infusion Agar‘, mit dem Zusatz von 
20 v.G. Pferdeserum und 5000 E/ml von Natrium G-Penicillin (Leo); ,,Difco Brain 
Heart Infusion‘. 


Bakterienimpfung und -isolierung. In das Peritoneum der Maus 
werden 0,5 ml einer Bakterienaufschwemmung stets gleicher Triibung (350 am 
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Klett und Summerson Photocolorimeter mit Filter 42) aus einer 24 Std-Kultur auf 
Agar geimpft. Nach 8 Std werden die Bakterien aus dem Peritoneum isoliert und in 
5 ml Bouillon geimpft. 


Bakterienimpfung und Erzeugung von L-Kolonien. Diese wird mit 


der in einer fritheren Arbeit beschriebenen Agar-GuBtechnik (TERRANOVA u. DE 
GREGORIO) durchgefiihrt. 


Tabelle 1. L-Kolonien-Erzeugung aus Laboratoriums- und aus Méusen isolierten 
Proteus- und Salmonella-Stdmmen 
L = Laboratoriumsstaémme — M = aus Mausen isolierte Stimme — B = normale 
Kolonien — L = L-Kolonien. Mittlere Werte von 10 Untersuchungen 


Bakterienstimme}10-1|10-?} 10-% |10-4| 107-5 10°* 10-7 |10-8)10-9|10-29 B/L-Verhaltnis 
Ps | 12 yo | 1802 | 184 [19] 4 | 0 | Mi 
eine 
MT | 3420 i are Ea ae | id 
Aled) 1, B ool gy | 122 | 128 jt) 4) 2 sus 
MT Poca teatrdaey toate git ok eu 
B20), BL | yg 4900 | 481| 48 | 4] 0 oe 
mare an | a0 | 36} 3} 0 ob) a 
8.679, B 4300 | 420} 42 | 4) 0 rineie hk 
is ieats|.0 
BEEP apt thal s3 Ae OUD EA TENGE betltieact-09 2300000 
(8. 168| ¥ Fare | za ! | 2000 | 200 | 21) 2 | © I 96 000 600 
Mer ad ip ae year Scan Kael 13 700 000 
Be By 1021 | 1001.9} 0) 0} ane 
pe tap h an, s94| 90 | 9] 0| Stone 


Ergebnisse 


Die in Tab.1 dargestellten Befunde zeigen, daB das Bakterien- 
kolonien/L-Kolonien-Verhaltnis je nach der Art und dem Bakterien- 
stamme verschieden ist. Das niedrigste B/L-Verhaltnis (26) wird bei 
Proteus P,, beobachtet; auch Proteus Ahmed hat ein sehr niedriges Ver- 
haltnis (250). Dagegen finden wir bei Salmonella hohe Werte: von 833000 
bei Stamm S. 240 bis zu 20 Millionen bei Stamm S. 168. Wahrend sich 
bei beiden Proteusstimmen (Proteus P,, und Proteus Ahmed) eine L- 

Kolonie je 26 bzw. 250 Normalkolonien bildet, wird bei Salmonella 
Q* 
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(S. 240 und S. 168) eine L-Kolonie je 833000 bzw. je 20 Millionen norma- 
ler Kolonien erzeugt. 

Aus diesen Befunden geht auch hervor, da8 das B/L-Verhaltnis bei 
den aus der Maus isolierten Staémmen niedriger ist. Es ist 14 bzw. 180 
fiir beide Proteus-Stamme, 450000 fiir S. 240 und 13 Millionen fiir S. 168. 
Es wird damit gezeigt, daB Bakterienstémme nach Aufenthalt im tieri- 
schen Organismus eine héhere L-Kolonienzahl erzeugen als die ent- 
sprechenden Laboratoriums-Stamme. 


Diskussion 


Die Bildung von L-Formen bei Bakterien wurde der Anwesenheit 
bestimmter Zellen in Bakterienstimmen zugeschrieben, welche die Art 
mittels einer besonderen Vermehrung — L-Cyclus — erhalten sollten. 
Dieser Cyclus wird in Gang gesetzt, wenn die Bakterien sich unter Be- 
dingungen befinden, die ihr normales Wachstum stéren (TULASNE 1951). 
CARRERE u. Roux (1955) nehmen an, da eine Bakterienkultur aus 
Zellen verschiedener Leistungsfaihigkeit besteht, unter denen einige in- 
folge ihrer Anpassungsfahigkeit durch das schadigende Agens sozusagen 
ausgewahlt werden. Letztere gewahrleisten das Uberleben der Art mittels 
der L-Formen-Erzeugung (CARRERE u. Roux 1955). 

Unsere Untersuchungen zeigen, da bei den Bakterienstammen, die 
die Fahigkeit haben, die L-Formen zu erzeugen, immer eine gleiche Zahl 
von Bakterien vorhanden ist, die die L-Umwandlung aufweisen kénnen, 
so dai das normale Kolonien/L-Kolonien-Verhaltnis immer ein gleiches 
ist. Die Bedeutung und Unverdanderlichkeit dieses Verhaltnisses hangt 
von der Bakterienart und den Untersuchungsbedingungen ab. Die Ver- 
anderlichkeit des B/L-Verhaltnisses je nach der Art, z. B. da sich bei 
Proteus Py, eine L-Kolonie je 16 normale Kolonien bildet, wahrend bei 
Salmonella 16S das Verhaltnis 1:20 Millionen vorliegt, weist auf einen 
wesentlichen biologischen Unterschied zwischen beiden Arten hin. Die 
in der L-Formen-Erzeugung beobachteten Unterschiede kénnen mit dem 
Umstand in Zusammenhang gebracht werden, daf bei Proteus viele 
oder fast alle Zellen eine L-Umwandlung aufzuweisen imstande sind; 
dagegen ist die Zahl der zu dieser Umwandlung fihigen Zellen bei 
Salmonella sehr gering. 

Die bei aus Mausen isolierten Stémmen beobachtete Steigerung der 
L-Kolonien-Erzeugung weist auf eine prozentuale Zunahme der Zellen- 
zhi hin, die zu einer Umwandlung in L-Formen faihig sind. Dies kann 
mit dem Umstand in Zusammenhang gebracht werden, daf im tierischen 
Organismus die widerstandsfihigsten Zellen der Bakterienstiimme aus- 
gewahlt werden und dies die Zellen sind, welche das Uberleben der Art 
durch die L-Umwandlung gewihrleisten. 
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Schlu8folgerungen und Zusammenfassung 


Aus dem bei einigen Bakterienstiémmen durchgefiihrten Studium des 
Bakterien/L-Formen-Verhaltnisses (B/L-Verhaltnis) ging hervor, daf bei 
einer Bakterienart immer eine gleiche Zahl von Zellen vorhanden ist, 
die L-Umwandlungen aufweisen. Diese Zahl ist je nach der Art ver- 
schieden. Bei zwei Proteus-Stémmen und vier Salmonella-Stéimmen und 
den gleichen aus der Maus isolierten Stémmen war das Bakterien- 
kolonien/L-Kolonien-Verhaltnis fiir beide Proteusstimme sehr niedrig, 
und zwar fir P,,: 16, fiir Ahmed: 250; dagegen zeigen Salmonellen ein 
hohes Verhaltnis (S. 240: 850000; S. 168: 20 Millionen). 

AuBerdem wurde beobachtet, daB die gleichen Bakterienstémme nach 
Aufenthalt in der Maus eine héhere Zahl von L-Kolonien erzeugen. Es 
wird angenommen, dai im tierischen Organismus die widerstands- 
fahigsten Zellen der Bakterienstéamme ausgewahlt werden und da8 diese 
Zellen auch die Fahigkeit haben, das Uberleben der Art durch den 
L-Cyclus zu sichern. 
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Verinderungen des elektrokinetischen Potentials 
bei penicillinresistenten und penicillinempfindlichen _ 
Staphylokokken nach der Bearbeitung mit Fermenten 


Von 
K. Iw. MARKOV und G, K. SAEV 


Mit 2 Textabbildungen 
(Bingegangen am 1. Juli 1957) 


Zahlreiche Untersuchungen tiber die Oberflachenstruktur der Staphylo- 
kokken mit Hilfe von Oberflachenaktivstoffen (Dyar u. ORDAL 1946, 
Dyar 1948, McQui~LteNn 1950) oder Fermenten (Harris 1953) haben 
ergeben, da in dieser Grenzschicht Nucleinséuren, Lipoide und EiweiBe 
vorhanden sind. Von diesen Bestandteilen der Zelloberflache hangt die 
Gramfairbung (HENRY u. Stacey 1946) und das Penicillinbindungs- 
vermoégen der Staphylokokken ab (FEw, Cooper u. RowxteEy 1952). 

Bei friiheren Untersuchungen tiber die Veraénderungen des EKP bei 
der Adaptation der Staphylokokken an das Penicillin haben wir fest- 
gestellt, dai mit der Steigerung der Penicillinresistenz der [EP der 
Staphylokokken sich nach schwacher saurer Richtung hin verschiebt 
(Markov u. SAgv 1956). Diese Verschiebung der [EP gab uns geniigend 
Anla&, anzunehmen, daB auf der Staphylokokkenoberfliche eine Ab- 
nahme der Phosphorsdéuregruppen zustandekommt. In der vorliegenden 
Arbeit stellten wir uns die Aufgabe, die Oberflichenstruktur der peni- 
cillinempfindlichen und penicillinresistenten Staphylokokken durch Be- 
arbeitung mit Fermenten weiter zu untersuchen. 


Methodik 


Staphylokokkenstamme. Die Versuche wurden mit je 5 penicillinempfind-~ 
lichen und penicillinresistenten, aus pathologischen Prozessen isolierten Stammen 
durchgefiihrt. Die empfindlichen Stamme 73, 190, 202, 635, 4553 werden vom 
Penicillin in Grenzen zwischen 0,0015 und 0,2 E/ml gehemmt. Die resistenten 
Stimme 98, 319, 671, 1555, 3578 zeigen eine Resistenz zwischen 300 und 8000 E/ml. 
Dazu kommen noch die ,,in vitro‘’ an das Penicillin adaptierten Stamme 209 P 
(Resistenz 5000 E/ml; Anfangsresistenz 0,03 E/ml) und 190 P (Resistenz 4000 E/ml; 
Anfangsresistenz 0,0015 E/ml). 


Fermente: Alkalische Darmphosphomonoesterase — hochst gereinigtes 
Praparat aus der Darmschleimhaut von Kalbern nach Morton (1954) hergestellt?. 


1 Gearbeitet wurde auch mit der uns von Dr. R. K. Morron-Melbourn freund- 
lichst zur Verfiigung gestellten Phosphomonoesterase. Hier sprechen wir Dr. Mor- 
TON unseren besten Dank dafiir aus. 
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Ribonuclease in Kristallform. Herstellung ,,Chemilaborchemikalien“: Berlin. 
Das Préparat nach der Methode von Kerry, Kazenko u. LASKOWSKI (1947) unter- 


sucht, erwies sich als frei von proteolytischen Enzymen (HADJIOLOV u. ZACHARIEVA 
1957). 


Trypsin. Herstellung British Drughaus. 

Bearbeitung der Staphylokokken mit Fermenten. Die in 0,067m 
Phosphat-Puffer (py 8,0) gelésten Fermente wirken 4—8 Std lang bei 37° C. Die 
Endkonzentrationen der’ Fermentlésungen: Phosphomonoesterase und Ribo- 
nuclease — 0,1 mg/ml, Trypsin — 10 mg/ml. Hine 24 stiindige Agarkultur des unter- 
suchten Stammes wird mit dest. Wasser aufgeschwemmt und die erhaltene Sus- 
pension mittels Zentrifugieren ausgewaschen. Nach der Bearbeitung mit dem 
Ferment und nach wiederholtem Auswaschen wird eine Suspension zubereitet, die 
eine Konzentration von 10° Zellen/ml hat und von der je 0,05 ml zu 2,5 ml zehnfach 
_verdiinntem Puffer von CLarxK u. Luss mit pq von 1,0—5,0 gegeben wird. 

Nach der Bearbeitung der Staphylokokken mit Fermenten bleiben die Keime 
_lebensfaihig, ohne dabei irgendwelche morphologische oder biochemische Verinde- 
rungen aufzuweisen. 


Messung des EK P. Es wird die in friiheren Arbeiten beschriebene mikro- 
elektrophoretische Methode zur Bestimmung des EKP verwendet (Markov, SAEV 
1954). Der hochstmégliche Fehler jedes auf den Diagrammen eingetragenen 
Wertes ubersteigt. nicht 5%. 


Untersuchungsergebnisse 


Pe dxoigi des EK P und IEP nach der Bearbeitung mit alkalischer 
Darmphosphomonoesterase. Es wird eine leichte Herabsetzung des EKP 
bei den niedrigeren py-Werten beobachtet, sowie eine Tendenz zur Ver- 
schiebung des IEP in schwacher saurer Richtung (Abb. 1). Das gilt fiir 
die penicillinresistenten sowie fiir die penicillinempfindlichen Staphylo- 
kokken. Die abgelesenen Veraénderungen iibersteigen jedoch nicht die 
Grenze des moglichen Fehlers. 

Vertinderungen des EKP: und IEP nach der Bearbeitung mit Ribo- 
nuclease. Es findet eine deutliche Verschiebung des [EP der empfindlichen 
sowie resistenten Staphylokokken in py-Grenzen zwischen 2,0—3,0 statt. 
Hervorgehoben sei, dafs diese Verschiebung des IEP bei den penicillin- 
empfindlichen Staphylokokken weit starker ausgepraégt ist. Bei den 
resistenten Keimen liegt der IEP auch vor der Bearbeitung mit Ribo- 
nuclease diesem py-Wert sehr nahe (px 2,0), wahrend er bei den empfind- 
lichen Staphylokokken weit entfernt ist (pH 1,0). Das ist aus Abb. 2 
ersichtlich. Hier sind die Untersuchungsergebnisse fiir je 3 empfindliche 
und je 3 resistente Staphylokokken-Stamme angegeben. Bei den Stam- 
men Staph. aureus 209 und Staph. aureus 209 P (Abb. 1) verlaufen die 
EKP-Kurven in gleicher Weise. 

Verdnderungen des HK P und LEP eae der Bearbeitung mit Trypsin. 
Es wird ein allgemeines Erhéhen des absoluten EKP-Wertes, besonders 
um pr 3,0 festgestellt. Der TEP bleibt unverandert (Abb. 1). 


132 K. Iw. Markov und G. K. SakEv: 


Besprechung der Ergebnisse 


Der EKP ist einer der zuginglichen Indexe zur Erforschung der 
Bakterienoberflache. Wenn die Bakterienoberflache als ampholyt be- 
trachtet wird, driickt der ITEP die Verhaltnisse zwischen Saéure- und 
Basengruppen auf der Oberflache aus. Abgesehen davon, daf zwischen 
den Dissoziationskonstanten und JEP ein genaues Wechselverhaltnis 


Alkalische Phosphatase 


7 2 SF ¥ Dy 57 2 3 2S Dy rd 
Ribonuclease 


7 2 3 Le Die MSH 2 3 ¢ py Sf. 
Staph.aureus 209 Staph. aureus 209-P 


Abb. 1. EKP des penicillinempfindlichen Stammes 209 und der penicillinresistenten Variante 209 P 
EKP vor der Bearbeitung mit Fermenten; ----- EKP nach der Bearbeitung mit Fermenten 


besteht (PassyNsKI 1938), beschrinken wir unsere SchluBfolgerungen in 
quantitativer Hinsicht auf die nach der Bearbeitung mit den Fermenten 
eintretenden Verainderungen. Die nach der Bearbeitung mit alkalischer, 
frei von Diesterasen, Darmphosphomonoesterase (MorTON 1955) erhal- 
tenen Resultate zeigen, dal die penicillinresistenten sowie die penicillin- 
empfindlichen Staphylokokken sehr wenig Monoester der Phosphorsiure 
auf ihrer Oberflaiche enthalten. 

Fiir das Vorhandensein von Ribonucleinsiure (RNS) sprechen die 
durch Ribonucleasewirkung erzielten Verdinderungen. Nach der Be- 
arbeitung mit Ribonuclease wird bei den penicillinempfindlichen und 
-resistenten Staphylokokken eine Grundschicht frei, die keine Ester der 
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Phosphorsaure enthalt und nur durch Trypsin zu beeinflussen ist. Diese 
Ergebnisse geben uns Veranlassung, anzunehmen, daf in der auGBersten 
Schicht der Staphylokokkenoberflaiche hichst polymere Nucleinsdure 
vorhanden ist, die wenig Phosphomonoestergruppen enthialt. Die Menge 
der RNS verringert sich betrichtlich bei der Adaptation der Staphylo- 
kokken an Penicillin. 


oe Staph. aureus 790 (0,007) Staph. aureus 677 (7000) 


- nee FE a 
7 2 & 4 Dy .o7 2 7 Dues 
+90 Staph. aureus 635 (0,07) Staph. aureus 7555 (8000) 


na 
id i 
ee Mi “=a 
se Sl 
77) - = 
-—JI0 ae tears’ 5 
7 2 3 Uo DAS 7 2 I Ce ex 
+70 Staph.aurevs ¥553 (0,2) Staph. aureus 3578 (1000) 


vA 2 =) ce) a) EI 2 of Gf papi) | EI 
Pentcillinempsindliche Stamme Penicilinresistente Stdmme 


Abb. 2. EKP von 3 penicillinresistenten und 3 penicillinempfindlichen Stammen. EKP vor 
der Bearbeitung mit Ribonuclease; ----- EKP nach der Bearbeitung mit Ribonuclease. Die Zahl 
hinter jeder Nummer des Staph. aureus-Stammes bedeutet den Resistenzwert in H/ml 


_ Auf Grund der IEP-Stellungen kann man schlieSen, dai die Menge 
der sich oberflachlich befindenden RNS der penicillinresistenten und 
-empfindlichen Staphylokokken im Verhaltnis 1:10 steht. Die Versuche 
mit Trypsin zeigen, daf auBer der RNS auf der Oberflache der Staphylo- 
kokken auch Peptidverbindungen vorhanden sind. Dafiir spricht die Zu- 
nahme des EKP nach der Trypsinbearbeitung, besonders in einem px- 
Bereich, in dem eine Dissoziierung der Carboxylgruppen stattfindet. Die 
Trypsinwirkung bleibt bei den penicillinempfindlichen und -resistenten 
Staphylokokken gleich. Das Vorhandensein von RNS und Peptid- 
verbindungen auf der Staphylokokkenoberfliche spricht nicht gegen das 
von Hirst (1952) festgestellte Vorhandensein von Lipoiden. Die Messung 
des EKP nach der Bearbeitung der Staphylokokken mit lipoidlésenden 
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Mitteln gibt uns jedoch keine Veranlassung, anzunehmen, daf die 
Oberflichenlipoide stark saure Gruppen besitzen. Die nach der Be- 
arbeitung mit Ribonuclease auftretenden Verdénderungen entsprechen 
der von Harris (1953) beobachteten Herabsetzung des EKP um py 3 0 
nach Bearbeitung der Staphylokokken mit Ribonuclease. 

Botte (1955) findet eine allgemeine Vermehrung der RNS bei den 
penicillinresistenten Staphylokokken im Vergleich mit den penicillin- 
empfindlichen. Diese Tatsache widerspricht der von uns beobachteten 
Verarmung der Staphylokokkenoberfléche an RNS. Wir nehmen an, 
daB dieser Widerspruch damit zu erkliren ist, da® die Entstehung der 
Penicillinresistenz von Veranderungen in der RNS-Verteilung in der 
Zelle begleitet ist. Es ist méglich, daB die RNS-Verminderung auf den 
gestérten Aminosdurenstoffwechsel zuriickzufiihren ist. Dafiir spricht die 
Moéglichkeit der penicillinresistenten Staphylokokken, Aminosaduren zu 
synthetisieren (GALE u. RODWELL 1949). 


SchluBfolgerungen 


1. Bei den penicillinresistenten Staphylokokken wird eine Verminde- 
rung der oberflachlich verteilten Ribonucleinsaure festgestellt. 


2. Im Gehalt der von Trypsin angreifbaren Peptidverbindungen besteht 
bei den penicillinempfindlichen und penicillinresistenten Staphylokokken 
kein Unterschied. 


3. Die Staphylokokkenoberflache ist arm an Monoester der Phosphor- 
saure. 
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Uber die Carotinoide 
von Chlorobium chlorochromatii n. sp. 


Von 
HELGA WITTMANN 


(Hingegangen am 1. August 1957) 


Mecusner (1957) stellte in der von ihm aus Chlorochromatiumaggregatum 
(= Chloronium mirabile) isolierten griinen Komponente, die er Chloro- 
bium chlorochromatii n. sp. nannte, fest, daB gréBere Mengen Carotinoide 
enthalten waren im Gegensatz zu Chlorobiwm limicola und Chlorobium: 
thiosulfatophilum, in denen er nur sehr geringe Mengen fand. Zweck: 
der vorliegenden Untersuchung sollte sein, diese Carotinoide zu charak- 
terisieren. 


GoopwIn u. Lanp (1956) konnten aus dem Farbstoffextrakt von Chl. limicola, 
Chl. thiosulfatophilum und einer halophilen Art als Hauptcarotinoide y-Carotin 
(10—15% des Gesamtfarbstcffes) und Rubixanthin (85% des Gesamtfarbstoffes) 
isolieren, in geringen Mengen noch pro-y-Carotin; daneben fanden sie 3 nicht 
identifizierte Carotinvide, die auch Kunstprodukte darstellen kénnen. 


Methodik. Nach der von Mecusner beschriebenen Methode wurden die 
Organismen in 5000 cm’ Stépselflaschen anaerob auf der von ihm angegebenen 
Nahrlésung D fiir Chlorobakterien bei 28° C und Belichtung gezogen. Die Extrak- 
tion und Verseifung der Pigmente erfolgte nach den Angaben von GooDWIN u. 
Lanp (1956) sowie GooDWIN u. Morton (1946). 

Zur siulenchromatographischen Trennung der Carotinoidlésung in Petrolather 
(KP 40° C) wurde Aluminiumoxyd (sauer, Aktivitaitsstufe 1, Woelm) verwendet. 
Entwickelt wurde mit Benzin (KP 60—80° C) mit geringem Methanolzusatz. Es 
trennten sich 2 Zonen, oben eine breite orange gefarbte Zone A, darunter eine 
schmale gelbe Zone B. Die Elution erfolgte mit Methanol, die spektralphoto- 
metrische und spektroskopische Priifung in Chloroform, Petrolither und Hexan. 

Zur papierchromatographischen Trennung des Carotinoidgemisches wurde die 
von WITTMANN (1957) angegebene Methode angewandt. Die Farbstofflésung trennte 
sich auch hierbei entsprechend dem Saulenchromatogramm in 2 Zonen. Die auBere 
Zone war gelb-orange gefirbt, die innere orange-rot. 


Tab. 1. Absorptionsmaxima der gefundenen Carotinoide 
in Chloroform. . . .. |“ 509 474 439 my | 9 509 475 446 mu 
fo} 0) 


oo 
495 463 432mu | 8 495 461 431 mp 
nD 
494 462 431mm | ‘3 494 462 431 mp 


in Petrolaither 


Lésun 


invelexane. 0 taste 


Ergebnis: Im Beckman-Spektralphotometer konnten die in Tab. 1 
angegebenen Maxima gemessen werden. Die im Zeiss-Handspektroskop 
beobachteten Absorptionsbanden entsprachen den in Tab. 1 angegebenen 
Werten. 
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Bei der Verteilungsprobe zwischen Petrolather und 95% igem Methanol 
verhielt sich der Farbstoff der Losung A hypophasisch, der der Lésung B 
epiphasisch. 

Die Werte der Absorptionsmaxima und -banden der Lésung A ent- 
sprechen denen fiir Rubixanthin (3-hydroxy-y-Carotin), die Werte der 
Lésung B den in der Literatur angegebenen Werten fiir y-Carotin. 

Auf Grund der Absorptionsmaxima und -banden, sowie des chromato- 
graphischen Verhaltens und des Verhaltens bei der Verteilungsprobe 
lassen sich bei der von MECHSNER aus dem Konsortium Chlorochromatium 
aggregatum isolierten griinen Komponente Chlorobium chlorochromatii 
n. sp. 2 Carotinoide bestimmen, das Rubixanthin und y-Carotin, wobei 
das Rubixanthin tiberwiegt (geschatzt nach dem Papierchromatogramm). 

Es werden demnach die gleichen Hauptcarotinoide gebildet wie von 
Chl. limicola und Chl. thiosulfatophilum und in etwa gleichem Verhaltnis. 
Damit zeigt die von MEcHSNER isolierte griine Komponente nicht nur 
gleiche morphologische Higenschaften wie Chlorobium, sondern auch 
eine Ubereinstimmung im Vorkommen und in der Verteilung ihrer 
Carotinoide. . 


Zusammenfassung 


Chlorobium chlorochromatii n. sp. enthalt y-Carotin und Rubixanthin 
(dieses iiberwiegend) und gleicht somit in dieser Hinsicht den tbrigen 
Chlorobium-Arten. 
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Uber die Wirkung von Kobalt-Ionen 
auf das Cytochromsystem und die Katalase-Aktivitat 
von Proteus vulgaris Hauser 


Von 
E. PETRAS 


Mit 2 Textabbildungen 


(Hingegangen am 2. August 1957) 


Bei Untersuchungen iiber Probleme des durch chemische Reize aus- 
gelésten Bakterienheteromorphismus (PETRAS 1957) ergab sich die Frage 
nach dem Mechanismus der bakteriostatischen Wirkung von Kobalt- 
Tonen. 

Tats (1932) war der Ansicht, der Hemmeffekt dieses Schwermetalls 
beruhe auf einer Verdichtung der auBeren Plasmaschicht, die ihrerseits 
die Nahrungsaufnahme erschwere. Daf Bakterien (wie auch andere 
Mikroorganismen) tatsachlich Kobalt in starkem Mafe anzureichern 
vermogen, fanden z. B. NEyLAND, DUNKEL u. SCHADE (1952) bei Proteus 
vulgaris (maximal 8,64°% des Trockengewichts an Cot++-Ionen). Dem 
entspricht auch die von ScHaDE (1949) beobachtete starke Abhangigkeit 
der Kobalt-Ionenwirkung von der Bakterien-Konzentration. 

Wie aus den Ergebnissen verschiedener Untersuchungen hervorgeht, 
ist die von Tats aufgestellte Theorie jedoch zu einseitig. So wurde be- 
obachtet, daB bei Proteus vulgaris eine deutliche Beziehung zwischen 
Kobalt-Hemmeffekt und Beliiftungsverhaltnissen besteht (ScHapE 1949; 
Perras 1957) und da die aerobe Atmung von Bacillus asterosporus 
durch Kobalt-Tonen zugunsten einer homolaktischen Garung unterdriickt 
wird (DEpic u. Kocn 1955). Hieraus laBt sich vielmehr auf eine mehr 
oder weniger direkte Beeinflussung des Atmungssystems schlieBen. 


In der vorliegenden Arbeit wurde ein Versuch zur Klarung der Ver- 
haltnisse unternommen. 


Methodik 


Als Testorganismus diente Proteus vulgaris Hauser, Stamm 556 des Gottinger 
Hygiene-Institutes. Das verwendete Standardmedium hatte (in Anlehnung an 
BELosERsKt 1939) folgende Zusammensetzung: Na(NH,)HPO, - 4H,O 1,5 ¢; 
KH,PO, 0,5 g; K,HPO, 0,5 g; MgSO, 0,4 ¢; NaCl 0,1 g; Asparagin 5,0 ¢; Glucose 
10,0 g; Nicotinsiureamid Spur; Hoaglandsche Spurenelementlisung 1 ml; Aqua 
dest. ad 11; eventuell Agar 20 g; Bebriitungstemperatur 26° C; py 7,2. 
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_ Kultiviert wurde in 41-Penicillinkolben, die entweder 250 ml festes oder (senk- 
recht gestellt) 21 fliissiges Substrat enthielten. Beimpft wurde jeweils mit 10 ml 
einer 24 Std alten Bouillon-Kultur. 

Die Bakterienzahl wurde mit Hilfe einer Thoma-Zei8-Zahlkammer bestimmt. 

Nicotinséureamid wurde papierchromatographisch nachgewiesen. Dabei fanden 
folgende Lésungsmittelsysteme Verwendung: I: n-Butanol 30:Ammoniak (d = 
0,88) 1: Wasser 20; II: n-Butanol 45: Aceton 5: Wasser 50; III: n-Butanol 30: Kis- 
essig 1: Wasser 20. Die getrockneten Chromatogramme wurden mit 4%iger alko- 
holischer Lésung von 2,4-Dinitrochlorbenzol bespriiht, 45 min bei 85—90° C im 
Trockenschrank aufgehingt und darauf mit 4%iger waBrig-alkoholischer (1:1) 
NaOH behandelt!. 

Bei Isotopen-Versuchen wurden die Angaben von G6TTE (1955) zugrunde gelegt. 
Zwei Liter Standardnahrlésung mit Zusatz von CoCl, in 2 - 10-?m Konzentration und 
200 wC ®°Co wurden an 3 aufeinanderfolgenden Tagen mit der Bakterienausbeute 
von je 1 Liter 2 Tage alter Normalkultur beimpft. 5 Tage nach der ersten Beimpfung 
wurden die Bakterien geerntet. Die klare Nahrlésung wurde papierchromato- 
sraphisch und autoradiographisch auf mégliche Kobalt-Nicotinsiureamid-Kom- 
plexe untersucht. Kin Teil der aus der Nahrlésung gewonnenen Bakterien sowie die 
Ernte einer entsprechenden Agarkultur (11 Standard-Agar, 2-10-%m CoCl, 
200 uC ®°Co, Ernte 4 Tage nach Beimpfung) wurden papierelektrophoretisch und 
autoradiographisch untersucht. 

Zur Papierelektrophorese wurden die Bakterienzellen entweder in einem ,,Mickle 
tissue integrator mit Glasperlen zertriimmert oder nach Berri u. Cima (1956) 
36 Std bei 37° C (px 7,5) mit 3m Glykokoll lysiert. AnschlieBend wurde die Sus- 
pension auf Filterpapierstreifen (Schl. u. Sch. 2043 b, 4 - 28 cm) aufgetragen ; die Appa- 
ratur entsprach im wesentlichen den Angaben von GRassMANN, Hannic u. KNEDEL 
(1951, 1952). Entsprechend den Angaben von TipDENs (1957) wurde Glykokoll- Puffer 
(pu 9,6) verwendet. Die Stromstirke betrug je Streifen etwa 1,4 Milliamp., die 
Spannung etwa 110 V, die Laufzeit bis zu 6 Tagen. Als Farbemittel diente Azo- 
carmin B (Methode von K6rveER 1950, 1953). 

Zur Cytochrom-Bestimmung wurden Bakterien geerntet, mit m/15 Phosphat- 
Puffer gewaschen und nach Reduktion mit Na-dithionit in dicker Suspension 
spektroskopisch untersucht (vergl. Fusrra u. Kopama 1934). Bei der Praparation 
des Materials wurde streng darauf geachtet, daB keine Luftblischen in die Sus- 
pension gelangten. Die Katalase-Bestimmung erfolgte nach den Angaben von 
SUMNER u. SOMERS (1953). 

Zur Porphyrin-Bestimmung wurde die Methode von PaPPENHEIMER (1947) 
angewendet. 


Ergebnisse 


Den EinfluB der Kobalt-Ionen auf die Keimzahl bei fliissigem Substrat 
zeigt Abb. 1. Bei der in den weiteren Versuchen — wenn nicht anders 
angegeben — verwendeten 2 - 10~* m Konzentration bedingen diese eine 
Verlingerung der Lag-Phase und reduzieren die maximale Zellzahl auf 
etwa 1/, des Kontrollwertes. Durch geringe Erhéhung der Kobalt- 
Konzentration wird die Zellteilung vollstandig unterdriickt; eine ein- 
deutige Absterbekurve wurde nie beobachtet, dagegen ein allmahliches 
Kleinerwerden der Zellen bis zur Bildung von kleinen Kurzstabchen und 


1 Alle Daten vgl. Vocen, 2. Band, IT. Teil, 8. 113—115 (1955). 
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kokkoiden Formen. Bei Agar-Kultur lieB sich Bakterienwachstum nur 
mit 1 - 10-3 m Kobalt-Gehalt erzielen, hGhere Konzentrationen hatten 
rasche Autolyse zur Folge. 

In orientierenden Vorversuchen wurde nun zundachst die Ansicht von’ 
ScHapE (1949) weitgehend bestitigt, wonach Nicotinsdureamid-Mangel 
durch den Kobalt-Zusatz nicht hervorgerufen wird. Nahrlésungen mit 
einem Gehalt von Kobalt und Nicotinsaure- 
amid im Verhdaltnis 4-107? n:8-10-°n, 
4-10-3n:4-10-3n, 8-10-3n:10-10-'n 
und 8-10-?n:12- 107° n zeigten keinerlei 
Abhangigkeit des Bakterienwachstums von 
erhohter Nicotinséureamid-Zufuhr. Nach 
2-10-%m CoCly mehrtagiger Bakterienkultur war freies: 

Nicotinséureamid — auch bei Verwendung 

eines neutralen Lésungsmittelgemisches: 

(siehe oben) — immer noch in gréBeren 

Mengen papierchromatographisch nach- 

weisbar. Das gesamte Kobalt der Nahr- 

lésung blieb hierbei fast genau an der 

Auftragsstelle zurtick. Auch bei Markierung 

mit ®Co ergab die autoradiographische 

Auswertung der Versuche keinen Anhalt 

fir das Vorhandensein eines Kobalt- 

Nicotinsaureamid-Komplexes. Leider war 

tiber die Stabilitat dieses Komplexes nichts 

7-10? m Coll, bekannt; da jedoch nach den Angaben von 

ScHADE (1949) die Kobalt-Wirkung bei 

gh: dca whatheaite “Flage Proteus vulgaris von der Substrataciditat 

: weitgehend unabhangig ist (pH 5,6—7,3) 

Abb. 1. Zellvermehrung von . 5 a 

Proteus vulgaris unter dem Binflu8 und elgene Beobachtungen bei einem An- 

von Kobalt-lonen (semilog. MaBstab) fangs-pH der Nahrlésung von 4,5 eher auf 

eine Verstirkung als auf eine Verringerung 

der Hemmwirkung gegeniiber dem Neutralbereich deuteten, kann mit 

Sicherheit angenommen werden, daf eine Komplexverbindung von 

Kobalt und Nicotinsiureamid im oben genannten Lésungsmittelsystem 

kaum in groBerem Ausmafe zerfallen wiirde, wenn sie in der Nahrlésung 
die Ursache eines Vitaminmangels darstellte. 

Um die Art, in der die Kobalt-Ionen von den Zellen angereichert 
werden, etwas genauer zu definieren, wurden Proteus-Kulturen nach 
Wachstum auf ®Co-markiertem Substrat papierchromatographisch und 
autoradiographisch untersucht. Vergleichsweise wurden nebeneinander 
Gesamt-Homogenate und abzentrifugierte zelltriimmerfreie Zellprotein- 
Suspensionen auf die Papierstreifen aufgetragen. Dabei zeigte sich, daB 
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die Kobalt-Ionen der reinen Protein-Suspensionen als anorganische 
Tonen zur Kathode wanderten, wahrend die Autoradiogramme der 
Gesamt-Homogenate maximale Radioaktivitit an der Auftragsstelle 
aufwiesen, wo auch die Zellreste zuriickgeblieben waren. Hieraus kann 
mit Sicherheit auf eine besonders starke Bindung des Kobalts an der 
Zellmembran. geschlossen werden. 

Hay, Cuene u. McEnroy (1955) fanden, daB Fe-Mangel und Kobalt-Zusatz in 
héheren Dosen bei Neurospora gleichsinnig auf die Enzym-Aktivitat wirkten: Die 
Aktivitat der eisenhaltigen Oxydationsfermente Katalase, Peroxydase und Cyto- 
chromoxydase, sowie die der Succincdehydrogenase und Isocitronensaure-dehy- 


drogenase wurde herabgesetzt bei gleichzeitiger Zunahme von Glucose-6-phosphat- 
dehydrogenase-, DPNase- und Nitratreductase-Aktivitat. 


510 540 600 Ts 


Abb. 2. Cytochrom-Spektrum von Proteus vulgaris; 
a Kontrolle, fliissiges und festes Substrat; b Kobalt-Kultur, festes Substrat 


Es lag nahe, eine entsprechende Wirkung des Kobalts auch gegeniiber 
dem eisenhaltigen Fermentsystem von Proteus zu erwarten. Cytochrom- 
Bestimmungen ergaben, daf tatsichlich eine solche Beziehung bestand: 
Im Gegensatz zu den Beobachtungen von HoLLMANN u. THOFERN (1955) 
an dem ebenfalls zu den gramnegativen Enterobacteriaceen gehérenden 
Paracolobactrum arizona wurde bei Proteus kein durch verschiedenartige 
Beliiftungsverhaltnisse bedingter Unterschied im Cytochromsystem 
festgestellt. Der auf dieses ausgeiibte Einflu8 der Kobalt-lonen war 
dagegen deutlich; bei fliissiger Kultur verschwanden hier die Absorptions- 
banden vollig, wahrend sie bei Agar-Kultur eine charakteristische Ver- 
schiebung gegen den langwelligen Bereich aufwiesen (vgl. Abb. 2). Im 
Gegensatz zum Kobalt bewirkten Lithium und Caesium keine erkennbare 
Veranderung des Cytochrom-Spektrums. 

Als weiteres eisenhaltiges Ferment wurde die Katalase des Test- 
organismus in ihrer BeeinfluBbarkeit durch Kobalt-Ionen untersucht. 

Aus Tab. 1 geht hervor, da die Katalaseaktivitat von Proteus durch 
Kobalt-Ionen im untersuchten Konzentrations-Bereich betrachtlich 
herabgesetzt, wenn auch nicht vollig blockiert wird. Wie beim Vergleich 


der bei Bestimmung mit und ohne Zusatz von Kobalt gefundenen 
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Katalase-Aktivitaten zweier vollig gleichartiger, aus der gleichen Kultur 
stammenden Bakteriensuspensionen besonders deutlich wurde, handelt 
es sich offenbar um eine Blockierung der Katalase-Wirkung, nicht aber 
um die Blockierung ihrer Synthese’. 


Tabelle 1. HinfluB von Cot+-Ionen auf die Katalase-Aktivitdt von Proteus vulgaris 
(3 Tage alte Kultur) 


Art der Kultur Osean 
se 
Kontrolle fltissig y sAvs. oo, +005 .o Nan ite ne ee oe 32,0 
Kobailt-Kultur (2:*10-* m), fiissig. <5 5200 est een 8,6 
Kobalt-Kultur (2+ 10-3 m), fliissig, Bestimmung in Gegenwart von 

Cot+-Ioneniins10-*m Konzentration |. on-air ee 7,0 
Kobalt-Kulturi(l 105° m);Agar” byes esos no ele oe eee 6,3 


mg H2Ove-Verbrauch in 30 Minuten 
mg Bakterien-Trockengewicht 


1 Bestimmt als K = 


Diese Auffassung wurde auch durch die Feststellung gestiitzt, daB die 
Bakterien weder in Gegenwart noch in Abwesenheit von Kobalt gréBere, 
quantitativ erfaBbare Porphyrin-Mengen ausschieden. 


Diskussion 


Die Blockierung des eisenhaltigen Fermentsystems von Proteus 
vulgaris erscheint nach obigen Befunden als wesentlicher Effekt der 
Kobalt-Hemmung. Es ist leicht vorstellbar, daB die Sauerstoff-Empfind- 
lichkeit der Kobalt-Kulturen mit einer Peroxyd-Vergiftung der Zellen 
in Verbindung gebracht werden kann; durch Kobalt in einer bestimmten 
Grenzkonzentration wiirde Proteus in einen Anaerobier im Sinne von 
RiprEL-BaLpEs (1955, 8.178) umgewandelt (vgl. oben angefiihrtes 
Beispiel Bac. asterosporus). Die Besonderheiten des in Abb. 1 dar- 
gestellten Wachstumsverlaufs von Proteus in 2-10-%m CoCl, ent- 
haltender Nahrldsung lassen sich, ebenso wie das Kleinerwerden der 
Zellen, aus der Umstellung von der aeroben zur weniger rationellen_ 
anaeroben Atmung ohne weiteres erklairen; entsprechende Veranderun- 
gen sind ja auch von anderen Mikroorganismen bekannt. 

Bemerkenswert ist noch die Tatsache, da® in den fliissigen Proteus- 
Kulturen bei Gegenwart von Kobalt keine Cytochrombanden mehr 
gefunden wurden, wihrend die Katalase-Aktivitaét, wenn auch stark 
herabgesetzt, noch in gut bestimmbaren Mengen vorhanden war. Diese 
Beobachtung steht in gewissem Sinne in Parallele zu Feststellungen von 


1 Demgegeniiber berichten M.'T. Larornt und E.D.THomas [J. biol. Chem. 
218, 595 (1956)] iiber eine durch Kobalt-Ionen bedingte Hemmung der Ham- 
synthese im Knochenmark. 
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JENSEN u. THOFERN (1953), die bei Blockierung des Cytochromsystems 
einer héminbediirftigen Staphylokokken-Mutante durch einen Kobalt- 
Porphyrin-Komplex keine Beeintraichtigung der Katalase-Aktivitat 
fanden. Selbstverstandlich kann man die Atmungshemmung nicht als 
die einzige Wirkung der Kobalt-Ionen auf den Stoffwechsel der Bakterien 
betrachten. Die durch héhere Konzentrationen des Schwermetalls 
bewirkte Bakteriostase ist zweifellos im wesentlichen durch Eiweib- 
Komplex-Bildung bedingt. Andererseits wirkt Kobalt in. geringerer 
Konzentration nicht nur auf Pilze und Actinomyceten (vgl. DOLLE 1957), 
sondern auch auf Bakterien wachstumsfordernd (GorBacH, DEDIC u. 
Kocs 1955). 

PRINCIPE u. THORNBERRY (1952) fanden bei Streptomyces griseus 
unter Kobalt-Wirkung eine Erhoéhung der Streptomycin- Produktion. 
Hierfiir wird mit Sicherheit eine Blockierung des Cytochromsystems 
verantwortlich zu machen sein, nachdem D6LLE (1957) nachgewiesen hat, 
daB Streptomyces purpurascens Lindenbein dieses bei starker Rhodo- 
mycinbildung nicht besitzt, wahrend nicht-rhodomycinbildende Stémme 
der gleichen Art deutliche Cytochrombanden aufweisen. 


Zusammenfassung 


1. Cot++-Ionen in 2 - 10-? m Konzentration bewirkten bei weitgehend 
anaerober fliissiger Kultur ein volliges Verschwinden der Cytochrom- 
banden von Proteus vulgaris Hauser, wahrend die Katalase-Aktivitat 
auf etwa ein Viertel des Normalwertes herabgesetzt wurde. Nach Ver- 
langerung der Lag-Phase erreichte die maximale Zellzahl unter Kobalt- 
Wirkung nur etwa ein Drittel des Kontrollwertes; gleichzeitig wurde eine 
deutliche Verkleinerung der Zellen beobachtet. 

2. Agar-Kultur bei gleichmolarer Cott+-Ionen-Konzentration be- 
wirkte véllige Bakteriostase und rasch einsetzende Autolyse; bei 
1:10-3m Konzentration konnte noch Bakterienvermehrung _fest- 
gestellt werden, wobei die Cytochrombanden eine charakteristische 
Verschiebung in den langwelligen Bereich aufwiesen und die Katalase- 
Aktivitaét annahernd auf den gleichen Wert reduziert war wie bei oben 
genannter fliissiger Kultur. 

3. Eine durch Cot+-Ionen bedingte Porphyrin-Ausscheidung konnte 
nicht nachgewiesen werden. 

4, Elektrophorese-Versuche machten es wahrscheinlich, daf eine 
Komplex-Bindung von Kobalt-Ionen bei Proteus vulgaris hauptsachlich 
an Zellwandbestandteilen erfolgt. 

5. Unter den gegebenen Versuchsbedingungen wurden Kobalt-Nico- 
tinsaureamid-Komplexe nicht in feststellbarer Menge gebildet; Kobalt- 


Zusatz bedingte keinen Mangel an freiem Nicotinsaéureamid. 
10* 
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Biological Transformation of Thiourea 


By 
H. L. JENSEN 


(Hingegangen am 7. August 1957) 


Comparatively little is known about the biological transformation of 
thiourea which exerts a general toxic effect in the animal organism and 
inhibits certain oxidizing enzymes in plants (see CROCKER 1948), probably 
through its chelating effect on copper. To higher plants thiourea seems 
unavailable as a source of nitrogen and also toxic (NrcoLas and Niconas 
1925), and it is strongly inhibitory to Nitrosomonas in soil (QUASTEL and. 
ScCHOLEFIELD 1951) as well as in vitro (LEES 1952, JENSEN and SORENSEN 
1952). Its effect on heterotrophic organisms is less pronounced; KLOPPING 
(1951) found the growth of a few species of fungi checked by 200 to 
10,000 p.p.m. (0.0026 to 0.132 molar) thiourea. 

Occurrence of thiourea in higher plants has sometimes been reported ; 
Ksazr (personal communication) was unable to confirm this, but substi- 
tuted thioureas may arise through reaction between certain amides and. 
naturally occurring isothiocyanates (KJAER and GMELIN 1956). OvoHAROV 
(1938) stated that certain fungi synthesize thiourea in synthetic media 
with ammonia, asparagine or protein (but not nitrate) as nitrogen source, 
but the specificity of the qualitative reactions employed seems open to 
doubt. 

Thiourea is apparently not readily decomposed by biological agencies. 
According to Nicouas and Niconas (1925) it is not hydrolyzed by soy 
bean urease. Munro (1886), KasTie and Etvonve (1904) and BEESLEY 
(1914) found no nitrification of thiourea by impure cultures of nitrifying 
bacteria even after very long incubation, and its inhibition of soil nitri- 
fication is quite protracted (QuASTEL and SCHOLEFIELD 1951). It was 
further found unserviceable as source of nitrogen to penicillia, yeasts and 
mixed cultures of fungi and bacteria by KasTie and Exvorve (1904), as 
source of sulphur to Aspergillus niger by STEINBERG (1941), and as source 
of energy to the autotrophic Thiobacillus thiocyanoxidans by YOUATT 
(1954). 

Positive findings of thiourea metabolization have rarely been reported. 
TANNER (1917—1918) stated that several bacteria, yeasts and related 
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fungi produce sulphide from thiourea. RrppEL (1925) found Aspergillus 
niger unable to use thiourea as sole nitrogen source, but a small fraction 
of its sulphur was oxidized to sulphate in the presence of nitrate. DEN 
DoorEN DE JONG (1926) observed a moderate to sparse growth of a few 
bacteria, e.g., Aerobacter aerogenes, on glucose-thiourea-agar, and non- 
exacting strains of Corynebacterium diphtheriae can according to BRAUN 
(1938) use thiourea as an inferior substitute for cystine. FULLER et al. 
(1950) report that 100 p.p.m. thiourea-nitrogen was slowly nitrified and 
200 p.p.m. slowly converted into ammonia during 10—14 weeks in 
alkaline soil. FREDERICK et al. (1957) found only 9% of the sulphur in 
thiourea (added in the rather large dose of 1%) oxidized to sulphate 
after 21 weeks in soil of pH 6.1, where the numbers of microorganisms 
were strongly depressed for 42 weeks; no significant sulphate formation 
was observed on perfusion of the same soil for six weeks with a 0.5% 
thiourea solution. 

The present contribution deals with the metabolization of thiourea by 
fungi encountered in experiments on: the behaviour of this compound in 
soil—a problem to which its suggested use as a fly larvicide in dungheaps 
lends some actuality. 


I. Isolation and methods 


Microorganisms utilizing thiourea as nitrogen source were isolated by plating 
on a medium of basal glucose solution (see below) + 0.05% thiourea and 2% agar, 
either directly from soil or else after enrichment in soil-infected glucose-thiourea- 
solution. The following fungi showed evidence of activity: 1—2: two non-identified 
green aspergilli of the A. glaucus group. 3: a green penicillium of the P. citrinwm 
group. 4: Trichoderma viride. 5—6: two unidentified Dematiaceae, here called 
Fungus Th. 5 and Fungus 7h. 6. None of these fungi produced more than a trace of 
growth in sugar-free thiourea solution. 

A few strains of bacteria, particulary a fluorescent and rather weakly proteolytic 
Pseudomonas, showed in the primary culture a definitely better growth on glucose- 
thiourea agar than on corresponding nitrogen-free medium, but this property was 
lost after a few transfers. These organisms were not studied any further. 

The following basal medium was used: Glucose 20.0 gm.; K,HPO, 1.0 gm.;. 
MgSO,:7H,0 0.2 gm.; CaSO, 0.2 gm.; FeSO,-5H,O 0.05 gm.; ZnSO,-7H,O 
5mgm.; MnSO,-4H,0 0.75 mgm.; CuSO,-5H,O 1.5 mgm.; in 1000 ml. distilled 
water. The medium was dispensed in 300-ml.-Erlenmeyer flasks, mostly in portions 
of 40 or 50 ml., and autoclaved, whereupon thiourea was added from stock solutions 
sterilized by filtration. Cultures of Aspergillus and Penicillium were incubated at 
28—30° C, the others at 25° C. After growth the mycelium was carefully collected, 
washed, dried, and weighed, or else'nitrogen was determined directly in the moist 
mycelium after washing. TK ha | 

Nitrogen determinations in mycelium and culture filtrates were made by the 
Kjeldahl method; the micro-modification (Parnas-Wagner) was used when 
nitrogen contents less than 0.5 mgm. were expected. Sulphate was determined 
gravimetrically after precipitation as barium salt. Unless specified, the data in the 
subsequent tables represent averages of duplidate cultures. pe 
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Il. Experimental results 


1. Utilization of thiourea as nitrogen source 


A tentative experiment with Aspergillus A (Table 1) shows that 
thiourea is a rather inferior source of nitrogen which allows only a slow 
rate of growth and a production of mycelium less than one-half of that 
obtained with ammonia-nitrogen offered in nearly the same quantity 
(7.28 mgm., of which 78% was assimilated) as thiourea-nitrogen (7.37 mgm. 
of which 38% was assimilated). 


Table 1. Growth of Aspergillus A with thiuorea as source of nitrogen. 
(40 ml. medium, 2.0% glucose) 


Dry weight of mycelium mgm N-content of 


Source of nitrogen mycelium mgm 


7 days 14 days 21 days after 21 days 
LK 
N-free-medium ... . 1.1 is 1.4 0.013 
Thiourea 0.0594. . . . |- 9.6 40 88 2.52 
NH,-acetate 0.10% . . 190 219 208 5.67 


Varying concentration of thiourea was tested in another tentative 
experiment (Table 2) which shows that 0.05 and 0.10% thiourea have 
almost the same effect; 0.20%, thiourea causes a delayed growth which 
after 4 weeks reaches much the same extent as with the lower concen- 
trations. Distillation of the combined filtrates and washings from the 
mycelia with magnesium oxide showed only insignificant amounts of 
ammonia-nitrogen (0O—0.04 mgm.) in the cultures as well as in sterile 
control media. 


Table 2. Growth of Aspergillus A with varying concentration of thiourea. 
(50 ml. medium, 2.0% glucose) 


Malo ares Dry weight of mycelium mgm NECOnnen trot 
9 mycelium mgm 
7% 7 days 14 days 21 days 28 days after 28 days 
0.05 9 46 alow ge 68 1.58 
0.10 12 40 66 69 1.69 
0.20 6 17 33 63 1.60 


The slow increase in mycelial growth and the incomplete uptake of 
thiourea-nitrogen might suggest that the decomposition of thiourea is 
accompanied by loss of nitrogen in gaseous form. A more elaborate 
experiment was therefore performed with the two Aspergilli and the 
Penicillium at a lower thiourea concentration. As seen in Table 3, the 
uptake of nitrogen within approx. six weeks is again less than one-half 
in Aspergillus A, and less than one-third in the two others.. The sum of 
nitrogen in the mycelia and culture fluids agrees, within the expected 
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limits of error, with the amount of thiourea-nitrogen originally added. 
There is thus no indication that nitrogen was lost or converted into a 
form not detectable by the Kjeldahl method. 

An additional experiment was made with Aspergillus A in medium 
with still lower thiourea concentrations. Table 4 shows that the amount 
of mycelium nitrogen is roughly proportional to that of added thiourea, 
and the uptake is not greater than from the higher thiourea concen- 
trations. 


Table 3. Utilization of thiourea by Aspergillus and Penicillium. (40 ml. medium> 
2.0% glucose, 0.025% thiourea, theoretical N-content of thiourea, 3.68 mgm.) 


Organism and initial N The vaage Nee ee senile ede eat 
iE Oe mgm Mycelium Filtrate Total 
Aspergillus A 14 14 0.54 3.02 3.56 
N: 3.45 mgm. 21 52 1.30 2.20 3.50 
28 58 1.39 2.15 3.54 
40 75 1.70 1.92 3.62 
Aspergillus B 14 13 0.48 3.27 3.15 
N: 3.66 mgm. 30 34 0.72 3.07 3.79 
45 48 1.01 2.67 3.68 
Penicillium sp. 14 18 1.00 2.77 3.77 
N: 3.82 mgm. 28 31 1.03 2.77 3.80 
45 40 1.14 2.82 3.96 


Table 4. Utilization of thiourea in low concentration by Aspergillus A 
(40 ml. medium, 2.0% glucose) 


N in mycelium mgm Uptake of 
Thiourea % thiourea-N? 
10 days 20 days 35 days % after 35 days 
0 ~- - = 0.018 = 
0.0025 0.058 —- 0.074 15 
0.005 0.096 0.141 0.154 19 
0.010 0.207 0.285 0.53 36 


' N-content of mycelium from N-free medium subtracted. 


The three remaining fungi, which grew more sparsely, were tested in 
medium with 0.02—0.025% thiourea. Trichoderma viride and Fungus 
Th. 5 assimilated only 4—5% of the added nitrogen, while 16% was 
assimilated by Fungus 7'h. 6, within 45 days. Addition of soil extract to 
the medium resulted in a somewhat better mycelial growth but no greater 
uptake of thiourea-nitrogen. 

All six fungi were tested in an experiment with very low thiourea- 
concentration (‘Table 5). Even under these conditions the thiourea is far 
from quantitatively utilized. The nitrogen uptake by 7’. viride and 
Fungus 7'h.5 is indeed better but that by the Aspergilli and the Peni- 
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sillium lower than at higher thiourea concentration. Tests of the culture 
filtrates with GRoTEs reagent (GROTE 1931) showed that the thiourea 
had almost completely disappeared and must have undergone some 
pransformation other than assimilation by the fungi. 


Table 5. Utilization of thiourea in very low concentration 
(100 ml. medium, 1.0% glucose, 0.001% thiourea = 0.368 mgm. N) 


4 eeebation N in aye mgm Uptake of 
Tganism days thiourea-N 
+ thiourea —N % 
Aspergillus A 14 0.073 0.012 17 
40 0.072 0.013 16 
Aspergillus B 14 0.060 0.014 12 
40 0.068 0.015 14 
Penicillium sp. 14 0.099 0.007 25 
40 0.083 0.011 20 
Trichoderma viride 18 0.054 0.005 13 
42 0.047 0.010 10 
Fungus Th. 5 15 0.048 0.004 12 
45 0.057 0.008 13 
Fungus Th. 6 15 0.061 0.010 14 
45 0.085 0.008 21 


Very long periods of incubation were tried in a final experiment. 
Aspergillus A, Penicillium sp. and Fungus Th. 6 were grown for about 
15 weeks, during which time the evaporation losses were approximately 
estored by periodical addition of sterile distilled water. As seen in 
[able 6, again little more than one-fourth to one-third of the thiourea- 
1itrogen is assimilated after 46 days, and rather less than one-half after 
(02 days. At the final stage, however, the sums of nitrogen in mycelia 
ind filtrates tend to be higher than the initial, probably owing to uptake 
»f some combined nitrogen from the air during the prolonged incubation. 
[ests with Grorss reagent showed that very little thiourea remained in 
he medium even after 46 days, when comparisons with thiourea 
olutions of known concentration suggested a content not exceeding 
).001—0.002°% thiourea. The greater part of the nitrogen in the filtrates 
vas apparently present as unknown transformation products of the 


hiourea (Table 6). 


2. Oxidation of thiourea-sulphur 
The metabolization of thiourea would be expected to involve a trans- 
ormation of its sulphur. Several heterotrophic microorganisms are 
nown to oxidize reduced sulphur compounds to sulphate (see RipPpEL 
925, Starkey 1956, FrepErick et al. 1957). Tentative experiments 
vith Aspergillus A suggested the same effect on thiourea, and this was 
onfirmed by other experiments in glucose-thiourea medium where 
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calcium was omitted and magnesium and iron supplied as chlorides; 
thiourea thus served as simultaneous source of nitrogen and sulphur 
(beside the traces of sulphate added with the heavy metals). The mycelia; 
were harvested as usual, and sulphate was determined in the combined: 
filtrates and washings. The results in Table 7 show that Aspergillus A’ 
and Penicillium sp. form small but significant amounts of sulphate, 


Table 6. Utilization of thiourea by long incubation. (50 ml. medium, 2.0% glucose, 
0.01% thiourea. Initial N-content in thiourea 1.84 mgm., in basal medium 0.04 mgm..,, 
total 1.88 mgm.) 


Aspergillus A Penicillium sp. | Fungus Th. 6 
Organism 
a b a b a b 
After 46 days 
Dry mycelium mgm. 42.3 40.9 24.9 31.3 15.6 15.5 
N in mycelium mgm. 0.58 0.55 0.68 0.66 0.46 0.47 
N in filtrate mgm. 1.30 1.31 1.26 1.23 1.59 1.48 
Total N mgm. 1.88 1.86 1.92 1.89 2.05 1.94 
After 102 days 
Dry mycelium mgm. 52.1 49.9 45.9 52.6 20.0 34.4 
N in mycelium mgm. 0.91 0.79 0.84 0.86 0.58 .0.79 
N in filtrate mgm. i dO% 1253 1.49 1.27 1.43 1.28 
Total N mgm. 1.98 2.32 2.03 2.13 2.01 2.07 
Uptake of thiourea-N 
% after 46 days 32° 30 37 36 25 26 
% after 102 days 49 43 46 47 32 43 


while the effect of the more weakly growing strain Aspergillus B is 
scarcely significant. The amount of sulphur added with the heavy metals 
corresponds to only 0.09 mgm. per 100 ml.; the bulk of the sulphate in: 
the sterile control media presumably consists of impurities, or may have! 
arisen by slight chemical oxidation of the thiourea. The two active 
strains convert in 50 days roughly 15—17% of the thiourea-sulphur into. 
sulphate; this is considerably more than found by Rippet (1925) in 
Aspergillus niger which did not utilize thiourea-nitrogen. It is also 
noteworthy that nitrogen is assimilated and sulphur oxidized in approxi- 
mate stoichiometric proportion (ratio 0.62—1.14, theoretically 0.875). 

An additional experiment on the general sulphur-oxidizing power of 
the fungi was made in sulphate-free medium (zinc, manganese and 
copper sulphates omitted) with cystine as simultaneous source of 
nitrogen and sulphur. A strain of Aspergillus niger was included for 
comparison. Table 8 shows the results after 14 days’ incubation. A. niger 
grows vigorously and oxidizes most of the sulphur. The growth of the 
other fungi is only moderate to scant, but sulphate is formed in all cases, 
and when the results are expressed on the basis of weight of synthesized 
mycelium, at least the two green Aspergilli A and B el little less 
active than A. niger. 
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Table 7. Oxidation of thiowrea-sulphur by Aspergillus and «Penicillium. 
{100 ml. medium, 2.0% glucose, 0.05% thiourea = 18.4 mgm. N and 23.8 mgm. 8) 


Organism Asp. A Asp. B Penicillium 
After 20 days 
(Number of replicates) (2) (2) (3) 
Dry mycelium mgm... . 110 16 28 
INanmiyceliumamgm. 3 of. 2. % 2.55, 0.248 1.49 
SO,-8 in filtratemgm.. ..... 2.54 0.33 2.73 
SO,-S excess over sterile contro 
(oxidized 8)? pibbs. cece 2.23 (0) 2.42 
Ratio assimilated N 
eeccillbdishd chico a 1.14 — 0.62 
After 50 days 
(Number of replicates) . . (2) (8) (3) 
Dry mycelium mgm... . . 116 48 72 
BN in mycelium mgm... ih. . = 5: 2.57, 0.58 3.54 
SO,-S in filtratemgm. ....... 4.06 0.69 4.41 
SO,-S excess over sterile control 
(oxidized S)4. . . 3.67 (0.30) 4.02 
Ratio assimileted N 0.70 “ 0.88 
ara odacidthads res : i 


1 §O,-S in sterile medium 20 d. (5 repl.): 0.14—0.41, mean 0.31 mgm. 
SO,-S in’sterile medium 50 d. (6 repl.): 0.26—0.63, mean 0.39 mgm. 


Table 8. Oxidation of cystine-sulphur. (100 ml. medium, 2.0% glucose, 0.10% cystine) 


Cystine-S oxidized 
Dry $0,-5 to SO, 
Organism mycelium in filtrate ; 
mgm mgm 9° mgm per gm 
, °. mycelium 
Aspergillus A a) © 150 5.) 21 37 
b) 151 4.5 17 30 
Aspergillus Ba) 119 4.5 17 38 
: b) 128 5.9 22 46 
Penicillium a) 80 2.2 8 26 
b) 5B 14 4 20 
Asp. niger a) 406 22.0 83 54 
b) 343 19.7 74 57 
Sterile medium — <0.02 — — 


III. Conclusions 

Thiourea can according to the present experiments obviously be used by 
certain fungi as a source of nitrogen, although an inferior one which allows 
only a slow growth and never appears to be quantitatively assimilated. 
The reason why no more than one-half and usually much less thiourea- 
nitrogen was recovered in the mycelium is somewhat obscure. It might be 
imagined that the thiourea-molecule becomes available through reversion 
of the process NH,SON + CS(NH,)., and that only the ammonium 
radical of the ammonium thiocyanate is utilized. This hypothesis seems 
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supported by the fact that a separate experiment showed all six strains: 
of fungi unable to use potassium thiocyanate as a source of nitrogen, 
although some fungi do possess this property (Kossowicz 1914). Never- 
theless the hypothesis appears untenable, firstly because no thiocyanate 
reaction with ferric chloride was detected in the culture fluids, and 
secondly in view of the fact that sulphur is oxidized in amounts roughly 
proportional to those of assimilated nitrogen. It seems possible that the 
unknown nitrogen compounds in the culture filtrates are a mixture of 
miscellaneous products of excretion and cell autolysis during the long 
continued growth, and that some thiourea-nitrogen in addition to that. 
recovered in the mycelium has gradually passed through the mycelial 
stage. 
Summary 


Six strains of fungi: two Aspergilli of the A. glaucus group, Penicillium 
sp., Trichoderma viride, and two unidentified dark fungi, were found able 
to use thiourea as a source of nitrogen. One of the Aspergilli and the 
Penicillium showed the best utilization, but the growth was always slow, 
and no more than 50° (usually much less) of the thiourea-nitrogen was. 
recovered in the mycelium. 

Assimilation of thiourea-nitrogen by Aspergillus and Penicillium was 
accompanied by oxidation of the sulphur to sulphate in roughly ap- 
proximate stoichiometric proportion. The same fungi were able to 
produce sulphate from cystine as combined source of nitrogen and 
sulphur. 
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Uber Wachstumsversuche mit Rot- und Griinalgen 
(Porphyridium cruentum, Trailliella intricata, 
Chlorella pyrenoidosa) in verschiedenfarbigem, 
energiegleichen Licht 
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RICHARD HARDER und BARBARA BEDERKE 


Mit 9 Textabbildungen 


(Hingegangen am 1. Juni 1957 


Die Vorstellungen tiber die Ursache fiir die Verteilung der farbigen 
Algen in den verschiedenen Meerestiefen fuBen fast ausschlieBlich auf 
Untersuchungen ihrer Photosynthese in Licht verschiedener Wellenlange 
und Intensitét (HarpDErR 1923, Enrxe 1932, Montrort 1934, SzyBoLD 
1934, Scumrptr 1937). Der Meinungsstreit zwischen ENGELMANN- 
GaIDUKOY einerseits, die die Lichtfarbe am Standort fiir ausschlag- 
gebend ansahen, und BerTHOLD-OLTMANNS andererseits, nach denen die 
Schwachungen der Lichtintensitét mit zunehmender Meerestiefe die 
gréRere Bedeutung haben soll, ist heute dahin entschieden, daB beide 
Faktoren wirksam sind, daB aber das Schwergewicht auf der Wellen- 
lange des Lichtes liegt. 


Diese Ergebnisse tiber die Kohlensdureassimilation stellen jedoch noch keinen 
Beweis fiir die Richtigkeit der Engelmannschen Theorie iiber die natiirliche Tiefen- 
verteilung der Algen im Meere dar; denn man darf Wachstum und Entwicklung 
nicht ohne weiteres gleich Photosynthese setzen. Das Licht kénnte sich auch noch 
auf die Plasmapermeabilitat, die Stoffaufnahme, die Atmung, die Zellteilung, die 
Formbildung, die Fortpflanzung und anderes auswirken. Es sei nur daran erinnert, 
wie auBerordentlich verschieden die Entwicklung von Lang- und Kurztagpflanzen 
bei taglich vollig gleicher Dauer wie Intensitaét der Beleuchtung ist. Wie unerwartet 
verschieden Pflanzen auf Licht verschiedener Wellenlange reagieren kénnen, geht 
unter anderem aus den Versuchen von ViNcE (1956) hervor, nach denen die 
Internodienlange, die totale Stammlange sowie die BlattgréBe im farbigen Licht 
bei Lycopersicum esculentum sich mit zunehmender Wellenlinge vergroBern, 
wahrend bei Pisum sativum var. Meteor zwar die Blattlange ebenfalls zunimmt, 
Internodien- und Stammlange sich aber vermindern; Piswm sativum var. Alaska 
reagiert wieder noch anders. Weitere Literatur bei WassrinkK u. STOLWIJK (1956) 
u.a. Wenn auch die Verhiltnisse bei den héheren Pflanzen zweitellos verwickel- 
ter liegen als bei den niederen, besonders den einzelligen Algen, so brauchen 
sich doch auch bei letzteren photosynthetische Leistung und Wachstum nicht zu 
decken. Das zeigt unter anderem die Diskussion iiber die Moglichkeit einer Wachs- 
tumssteigerung in Massenkulturen von Chlorella durch MaBnahmen zur Steigerung 
der Photosynthese (Literatur bei PIRSON 1953, S. 328). Auch Haxo u. Burks (1950, 
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S. 420) weisen darauf hin, daB die Verteilung der Algen im Meer durch viele Faktoren 
beeinfluBt wird, die jeder einzeln beriicksichtigt werden miissen, und nach Baatz 
(1940/41) wirkt farbiges Licht langerer Versuchsdauer bei Diatomeen spezifisch auch 
auf Bau, Vitalitat und Auxosporenbildung. 


Der Entscheid iiber den Einflu8 der Wellenlinge des Lichtes auf das 
Wachstum der Algen 1é8t sich also nur durch Kulturversuche treffen. 
Dariiber findet man aber, vor allem wegen der Schwierigkeit der Kul- 
tivierung der roten Meeresalgen, in der Literatur sehr wenig. Nur Baatz 
(1940/41) hat Vergleichskulturen mit einigen Grimalgen und mehreren 
Meeresdiatomeen angestellt; Zellvermehrung, Stoffproduktion und 
Photosynthese waren bei den braungelben Diatomeen im grtinen und 
blauen Licht besser als bei den Griinalgen, wahrend im roten Licht die 
Griinalgen den Diatomeen iiberlegen waren. Mit Rotalgen sind ver- 
gleichende Wachstumsversuche in farbigem Licht aber tiberhaupt noch 
nicht gemacht worden. Seit Kocn (1950, 1953) in unserem Institut 
Rotalgen erfolgreich kultiviert und sogar zu Massenentwicklung ge- 
bracht hat, bereitet es nun keine Schwierigkeit mehr, auch Wachstums- 
versuche mit Rotalgen zu machen. Die nachstehenden Versuche sollen 
die bestehende Liicke ausfiillen. 


I. Versuchspflanzen und Methodik 


Als griines Versuchsobjekt diente der bakterienfreie Stamm Nr. 211/8 E von 
Chlorella pyrenoidosa aus der Pringsheimschen Sammlung im Géttinger Pflanzen- 
physiologischen Institut. Die Rotalgenversuche wurden hauptsachlich mit dem 
ebenfalls bakterienfreien Einzeller Porphyridiwm cruentum (Bangioideae) durch- 
gefiihrt (Kocu 1953). AuBerdem wurden noch einige erginzende Versuche mit 
Trailliella intricata gemacht, einer verzweigten Fadenfloridee (Koon 1950). 
Trailliella war nicht bakterienfrei, machte aber makro- wie mikroskopisch einen 
sehr sauberen Eindruck. 

Die Versuchsalgen wurden Stammkulturen entnommen, die in einem Dunkel- 
zimmer bei 770 Lux, gelegentlich auch nur 380 Lux, vor einer mit flieSendem 
Wasser gekiihlten elektrischen Osram-Gliihlampe standen; sie erhielten taglich 
16 Std Licht (von 6—22 Uhr). Die Nahrsubstrate fiir die Stammkulturen und die 
Wachstumsversuche in farbigem Licht waren nicht ganz gleich: 

1. Porphyridiwm cruentum. 

a) Stammkultur: 1000 cm® Aqua Quarz!; 1000 cm® Seewasser (3,2%ig, her- 
gestellt aus Seesalz); 2 g Hefeextrakt (Difko); 2g Trypton; 0,4 g¢ KNO,; 0,04 g 
KH,PO,; 0,04 g MgSO, - 7 H,O; 200 em’ Erddekokt; 1,59% gewasserter Agar. 

b) Lésung fiir Wachstumsversuche: 1000 cm? Aqua Quarz; 1000 cm? See- 
wasser; 0,01 g Hisencitrat; 0,01 g Citronensiure; 3g KNO,; 0,1 g KH,PO,; 0,8 g 
MgSO,:7H,0; 40 cm® Erddekokt. 

2. Chlorella pyrenoidosa. 

a) Stammkultur: 1000 cm* Aqua Quarz; 1 g Pepton; 0,2 g KNO,;0,02 g KH,PO, 
0,02 g MgSO,-: 7 H,O. 


1 Jn einer Quarzapparatur destilliertes Wasser. 
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b) Lésung fiir Wachstumsversuche: 1000 cm? Aqua Quarz; 0,005 g Hisencitrat ; 
0,005 g Citronensaiure; 2,5 g KNO,; 1,25 g KH,PO,; 1,25 ¢ MgSO,:7 H,0; 0,25 ¢ 
Ca(NO3;).; 0,0015 g MnSO,; 0,001 g ZnSO,; 50 cm? Erddekokt; py 5,3—5,4. 

3. Trailliella intricata. Fix Stammkultur wie fiir Wachstumsversuche: 98 Teile 
natiirliches Nordseewasser; 1 Teil Schreiberlésung (Kocu 1950); 1 Teil Hisen- 
citrat + Citronensdurelésung (0,1% ig). 

In Vorversuchen wurden Chlorella und Porphyridium auf Nahragar kultiviert, 
wobei aber keine genaue zahlenmaBige Erfassung ihres Zuwachses moglich war. Des- 
halb wurden fiir die Hauptversuche Flissigkeitsdurchliiftungskulturen benutzt, wie 
sie schon seit langem fiir die Massenkulturen in unserem Institut verwendet werden. 


7,0; 


Durchlassigkeit 


700 650 ‘600 550 500 450 mu 400 
Abb. 1. Durchlissigkeit des roten (RG2), griinen (VG2) und blauen (BG 12) Farbfilters 


Die Glasréhren waren 18 cm hoch und 4 cm weit und nach unten trichterf6rmig in 
ein diinnes Glasrohr ausgezogen. Das Rohr war an einer Stelle diisenformig verengt, 
so da8 sich mittels einer Kolbenluftpumpe ein sehrregelmaBiger Strom von Luftblasen 
von unten her durch die Fliissigkeit pressen lie. Am oberen Ende waren die Rohren 
durch Zellstoffpfropfen locker verschlossen. Der Strom der Luftperlen riB die 
Algen immer wieder hoch und verhinderte ihre gegenseitige Verklebung. Das 
Herausspritzen von Zellen und ihr Anhaften an der Glaswand oberhalb der Fliissig- 
keit hielt sich in tragbaren Grenzen. Die zugefiihrte Frischluft wurde in 12 m Hohe 
aus dem Botanischen Garten entnommen; sie mubte einige Wattefilter passieren 
und wurde in Waschflaschen mit sterilisiertem aqua dest. angefeuchtet; sie erhielt 
keinen Zusatz von CO,. Alle VersuchsgefaBe wurden vor Ingebrauchnahme steri- 
lisiert. 

Die Durchliiftungsréhren standen zu je 4 dicht nebeneinander an festgelegten 
Stellen in lichtdichten von regulierbarem Kiihlwasser durchflossenen Zinkkasten. 
Die Temperatur in den Durchliiftungsréhren betrug 19 + 1° C1. Die Kasten, im 
ganzen 4, standen kreisformig um eine Osram-Glithbirne (je nach Versuch 300 oder 
1000 Watt), die in einem standig von Kihlwasser durchflossenen Praparatenglas 
hing. Die Vorderseite der Zinkkasten war zur Erzeugung des farbigen Lichtes durch 
ein 24 x 24cm groBes Filter aus farbigem Schottschen Glas (Jena) ersetzt. Fiir 
rotes Licht wurde RG 2, fiir griines VG 9 und fiir blaues BG 12 verwendet; alle 
Scheiben waren 2mm dick. Der vierte Kasten war zur WeiBlichtkontrolle mit 
farblosem Glas versehen. Die spektrale Lichtverteilung ist aus Abb. 1 zu ersehen, 


1 Nach Koc (1950) und eigenen Versuchen werden durch die geringen Tempe- 
raturschwankungen keine ins Gewicht fallenden Anderungen in der Vermehrung 
der Algen bedingt, zumal sie nicht in langen Perioden wiederkehrten. 
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die aus Liste 4777 der Jenaer Farb- und Filterglaser entnommen ist. Es findet also” 
nur eine sehr geringe Uberschneidung der Spektralbereiche statt. 

Die Versuche wurden in energiegleichem Licht gemacht. Die Lichtintensitat 
wurde mit einer Mollschen Thermosaule (Kipp, Delft) in Verbindung mit einem 
Drehspullichtmarkengalvanometer (F. Bergmann, Hamburg) gemessen. Zum Ab- 
fangen der Warmestrahlen diente ein Schott-Filter BG 17 von 3mm Starke. Um 
im Versuch Energiegleichheit in den verschiedenen Lichtfarben herbeizufiihren, 
wurde der Abstand der Kasten von der Lampe entsprechend variiert?. Der Blau- 
anteil der Osram-Lampen ist sehr gering; deshalb muften die Kasten mit dem 
Blaufilter relativ nahe an die Lampe geschoben werden. Hohe Lichtintensitaten 
lieBen sich im Blau iiberhaupt nicht erzielen, so daB bei den Versuchen mit starkem 
Licht (Intensitaten 3 und 4) auf das blaue Licht verzichtet werden muBte. 

Durchfiihrung der Versuche. Nach Vorversuchen erwies sich eine Ein- 
impfmenge von 120 Zellen je cm? (Bestimmung mit einer Zahlkammer nach 
Thoma-Zeiss*) als giinstig. Diese Zahl lieB sich allerdings nicht absolut innehalten, 
sondern sie schwankte bei den verschiedenen Versuchsreihen zwischen 119 und 125, 
in einem bestimmten Fall war sie sogar 131; in den zu einer Vergleichsserie ge- 
hérenden Rohren war sie aber konstant. 

Die Versuchsdauer betrug im allgemeinen 2—3 Wochen; bei langeren Zeiten 
traten UnregelmaBigkeiten durch zu groBe Dichte der Suspension, Erschépfung der 
Nahrlésung, hemmende Stoffwechselprodukte usw. ein. Zur Zuwachsbestimmung 
wurde taglich oder jeden zweiten Tag eine bestimmte kleine Menge Fliissigkeit mit 
einer sterilen Pipette entnommen und ihre Zellenzahl je Kubikmillimeter ausge- 
zahlt. Die Entnahme fand stets zur gleichen Tageszeit statt, um keine Umrech- 
nungen fiir den 24 Std-Wert vornehmen zu miissen; vor allem aber, um eine Be- 
einflussung des Ergebnisses durch Teilungsrhythmen der Algen zu vermeiden (vgl. u.a. 
GEITLER 1944, v. Denrrer 1949, Prrson u. DértNG 1952, Tamiya u. Mitarb. 1953, 
Tamiya 1957). Alle Zihlungen wurden zwanzigfach wiederholt; auBerdem wurde 
jeder Versuch doppelt angesetzt, und aus dem Ganzen wurde der Mittelwert gebildet4. 


‘Um zu priifen, ob das BG 17-Filter die Warmestrahlen geniigend absorbiert, 
wurden die Galvanometerausschlige hinter dem Blau- und hinter dem Rotfilter je 
fiir sich gemessen; das BG 17-Glas war dabei vor die Thermosiaule geschaltet. Bei 
einer bestimmten Lampenstellung betrugen die Ausschlage 13 bzw. 120 Skalenteile 
(1 Skt. = 0,874-10-* A). Als beide Farbfilter voreinander geschoben wurden 
(Dunkelheit) ergab sich noch ein Ausschlag von 0,5 Skt., nach Wegnahme des 
Warmefilters von 15 Skt. Die Menge der vom BG 17-Glas durchgelassenen Warme- 
strahlen ist also 4uBerst gering; die Wachstumsausschlage der Algen in den ver- 
schiedenen Spektralbereichen waren so auBerordentlich viel eroBer, daB die kleine 
MeBungenauigkeit fiir den Ausfall der Versuche bedeutungslos ist. Alle Energie- 
messungen wurden nachts gemacht (geringere Schwankungen des Netzstromes). 

* Um auch Lux-Werte fiir die Galvanometerausschlige angeben zu kénnen, 
wurden mit einer Selen-Photozelle (Dr. Lange, Berlin) Vergleichsmessungen in 
weiBem Licht gemacht. Sie ergaben fiir die Lichtintensitat der 4 Versuchsreihen 
(Intensitét 1—4) 13 Skt. = 380 Lux, 26 Skt. = 770 Lux, 52 Skt. = 1500 Lux und 
78 Skt. = 2250 Lux. 

% Abgestorbene Zellen wurden nicht mitgezahlt. 

* Der mittlere Fehler war gering. In einem bestimmten Versuch waren die Werte 
im weiBen, roten, griinen und blauen Licht fiir Chlorella 323,9 + 1,25; 349,9 + 1,61; 
102,1 +- 1,94; 301,1 + 1,92; und in einem anderen Versuch fiir Porphyridium 
207,0 + 1,68; 4,6 + 0,21; 289,0 + 4,45; 20,0 + 1,18. Ahnlich gering war er bei 
allen Versuchen. Wir haben deshalb darauf verzichtet, ihn in den Tabellen usw. 
anzugeben. 
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Bei Chlorella lagen die Zuwachszahlen im weifen, roten und blauen Licht meist 
dicht bei einander, so daB Uberschneidungen des dreifachen mittleren Fehlers des 
Mittelwertes bei diesen Farben vorkamen, mit dem Griinlichtwert — und das ist 
ausschlaggebend — aber niemals. Bei Porphyridium traten wohl Uberschneidungen 
der Blau- und Rotlichtwerte ein, nicht hingegen zwischen denen im griinen und 
weiBen Licht, und die Gruppe der Blau- 
und Rotlichtwerte lag auch wieder deut- 
lich isoliert, so daB auch hier eine ein- 
wandfreie Beurteilung méglich war. 


II. Ergebnisse 


A. Vorversuch 


In einem Vorversuch wurden die 
Algen (Chlorella und Porphyridi- 
um) nicht in durchlifteten Flissig- 
keitsrdhren, sondern in Reagens- 
glasern auf Agar kultiviert. Der 
Zuwachs wurde durch Abschatzen 
der Koloniegré8e bestimmt und 
mit den Zahlen 0 (kein Wachstum) 
bis 6 (gutes Wachstum) festgehal- 
ten. Der Versuch wurde mit 4 Par- 
allelen durchgefiihrt, aus denen 
der Mittelwert gebildet wurde. Der 
mittlere Zuwachs im roten, griinen 
und blauen Licht war fiir die Griin- 
alge 6,0, 0,5 und 2,5, fiir die Rot- 
alge 0,5, 4,5 und 1,0. Schon bei 
diesem methodisch sehr wenig be- 


Zellen in der Lahlkammer 


0 all 
70. 72. 14, 76. 76. 20. 22. 


friedigenden Vorversuch ach sich Versuchstag 
i n 
also, dal die Algen oe. esten I Abb. 2. Chlorella. Vermehrung im weiBen, 
dem zu ihrer Higenfarbe komple- roten, griinen und blauen Licht von 380 Lux. 
= . Hingeimpft 123 Zellen im mm*® (7,88 Zellen 
mentaren Licht wuchsen. Chlorella er aie) 


gedieh aber auch im blauen Licht 

relativ gut, wahrend Porphyridium sich im Blau ahnlich schlecht wie 
im Rot entwickelte. 
; B. Hauptversuche 


1. Chlorella pyrenoidosa 
a) 380 Lux (Lichtintensitat 1) 


Die Entwicklung der Algen (Vers. 13) war zunachst sehr schwach, erst 
yom 10. Versuchstag an waren deutliche Unterschiede in der Zellenzahl 
in den verschiedenen Spektralbereichen zu erkennen. Die Zuwachskurven 


wichen im Laufe des Versuchs immer deutlicher auseinander (Abb. 2), 
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und am 22. Versuchstag (Versuchsende) waren im roten Licht 94,4 Zellen 
in der Zahlkammer vorhanden, im griinen Licht nur 20,1 (bei Versuchs- 
beginn waren es 7,9 = 124 Zellen im Kubikmillimeter). Die Entwicklung 
im roten Licht war also fast fiinfmal besser als im griinen. Die Werte im 
weiBen und blauen Licht lagen dazwischen. Ein anderer Versuch unter 
gleichen Bedingungen (Nr. 7) fiihrte zum gleichen Ergebnis. 


b) 770 Lux (Lichtintensitat 2) 


Bei Verdoppelung der Lichtintensitat ging die Entwicklung natiirlich 
rascher. Die etwa gleiche Zellenzahl, die in dem schwacheren Licht erst ami 
22. Versuchstay erreicht wurde, war jetzt schon am 10. Versuchstag vor- 

handen, und als der Versuch am 
Tabelle 1. Chlorella pyrenoidosa. Zellenzahl 16.Tag abgebrochen wurde, war 
in der Zihlkammer am 16. Versuchstag. die Zellenzahl noch weiterhin auf 


Einimpfmenge bei Versuch 3 122, bei s Dreifache vestieven 
Versuch 9 120 Zellen je Kubikmillimeter ae pea hs mere fc gens 


(= 7,82 bzw. 7,69 Zellen je Zahlkammer) ; Es wurden 2 Versuche gemacht 
Mittelwerte aus den beiden Versuchen. (Nr.3 und Nr. 9), die zu gut iber- 


Versuch 3 vom 20. 1. bis 7. 2. 1956, einstimmenden Ergebnissen fiihr- 
Versuch 9 vom 5. 9. bis 21.9. 1956, 770 Lux ten: die aus ihnen gezogenen 


Zellenzahl Mittelwerte am Versuchsende ent- 
Lichtfarbe in der xfacher Ertrag halt Tab. 1. 
Zihlkammer 
Serie eee 339,0 43 ce) 1500 Lux (Lichtintensitat 3) 
FOOS (se 359, 1 46 Wie in der Methodik bereits ge- 
BOD nts 106,6 id sagt worden ist, konnten bei die- 
blaties. os... 320,1 41 


ser Lichtintensitat keine Unter- 
suchungen im blauem Licht mehr 
gemacht werden. Es wurden 2 Versuche durchgefiihrt (Vers. 11 und 15; 
die Kinimpfmenge betrug bei beiden Versuchen 122 Zellen je Kubikmilli- 
meter = 7,82 Zellen je Zihlkammer); ihre Werte stimmten gut iiberein?, 
so daB sie zu einem Mittelwert vereinigt werden konnten (Abb. 3). Die 
Entwicklung war jetzt natitrlich noch rascher und die giinstigere Wir- 
kung des roten Lichtes zeigte sich nun noch deutlicher. Im griinen 
Licht vermehrten sich die Zellen innerhalb von 12 Tagen nur auf das 
Zehnfache, im roten jedoch auf das Hundertdreifigfache. Immerhin, 


ganzlich ausgeblieben war die Entwicklung der Chlorella auch im griinen 
Licht nicht. 


Ergebnis. Die Griinalge Chlorella vermehrt sich im roten 
Licht also sehr viel besser als im griinen. 


'Zum Beispiel am 6. Versuchstag im WeiBlicht 165,0 bzw. 169,2 Zellen, im 
Griinlicht 20,9 bzw. 24,5, im Rotlicht 214,4 bzw. 213,5, und am 12. Versuchstag 
entsprechend 763,7 bzw. 778,1, 77,9 bzw. 80,2 und 1018,5 bzw. 1024,0. 
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2. Porphyridium cruentum 
a) 380 Lux (Lichtintensitat 1) 

In den beiden in dieser schwachen Lichtintensitait angesetzten Ver- 
suchen (Nr. 8 und 14) fand im roten und blauen Licht keine Zellver- 
mehrung statt; im Gegenteil, die Zellenzahl ging im Laufe des Versuchs 
etwas zuriick [im Rot war sie in Vers. 14 am 22. Versuchstag von 7,88 Zel- 
len je Zahlkammer (= 123 Zellen 
im Kubikmillimeter) bei Beginn des 


00 780 


G00 


700\-- 


& 
8S 
S 


Zellen in der Lah/kammer 
S 


Zellen (npn der Lahlkammer 


200 


4 & g 70. Te. 


Versuchstag Versuchstag 


Abb. 4. Porphyridium. Vermehrung im weifen, 
roten, griinen und blauen Licht von 770 Lux. 
Hingeimpft 123 Zellen im mm* (7,88 Zellen in der 
Zihlkammer) 


Abb. 3. Chlorella. Vermehrung im weifen, 
roten und griinen Licht von 1500 Lux. 
Hingeimpft 122 Zellenim mm ® (7,82 Zellen 
in der Zihlkammer) 


Versuchs auf 3,7 gesunken, im Blau auf 4,0]. An simtlichen Zahitagen 
war die Zellenzahl je Kammer im blauen Licht um eine bis wenige Stellen 
hinter dem Komma hiéher als im roten, so da also das blaue Licht nicht 
ganz so ungiinstig wirkte wie das rote. Aber auch im Weil war der Zu- 
wachs nur sehr gering (Abb. 4); er stieg in 22 Tagen auf weniger als das 


Dreifache der eingeimpften Algenmenge an. Im griinen Licht hingegen 
Ath e 
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war die Vermehrung auBerordentlich groB und erbrachte das 23 fache 
des Ausgangswertes. Beim 2. Versuch (Nr. 8), der nur bis zum 18. Ver- 
suchstag durchgefiihrt wurde, betrug die jetzt herrschende Zellenzahl im 
weiBen : roten : griinen : blauen Licht 15,4: 5,8 : 90,5: 5,1 (in Versuch 14 
am 18. Versuchstag 19,4 : 4,2 : 97,5: 4,2). 


b) 770 Lux (Lichtintensitat 2) 


Es wurden 3 Versuche (Nr. 2, 4 und 14) mit im wesentlichen gleichen 
Ergebnissen gemacht (Tab. 2). Im roten Licht fand wieder keine Ver- 
mehrung der Zellen, sondern eine geringfiigige Abnahme statt; in den 


Tabelle 2. Porphyridium cruentum. Lichtintensitat 2 (770 Lux). In 18 Tagen in drei 
Versuchen (2, 4 und 14) erreichte Zellvermehrung (Zellenzahl der Zihlkammer) 
Versuch 2 vom 23. 11. 1955 bis 11. 12. 1955, Einimpfmenge 119 Zellen im Kubik- 
millimeter (= 7,63 Zellen in der Zahlkammer); Versuch 4 vom 20. 1. 1956 bis 7. 2. 
1956, Einimpfmenge 122 Zellen (= 7,82 Zellen in der Zahlkammer); Versuch 14 
vom 5.9.1956 bis 23.9. 1956, Einimpfmenge 119 Zellen (= 7,63 Zellen in der 


Zahlkammer) 

Vers. Nr. Lichtfarbe Zellenzahl xfacher Ertrag 
2 260,9 34,4 

4 weib 255,9 265,7 33,4 34,8 
14 277,23 36,4 

2 5,52 ) 0,72 

4 rot 4,4 i 4,9 vs | 0,64 
14 4,7 0,62 

2 519,3 68,0 

4 griin 505,9 512,9 66,5 67,3 
14 513,4 67,4 

2 22,6 3,0 

4 blau 26,0 23,4 3,4 3k 
14 21,5 2,8 


1 Am 14. Versuchstag; am 18. Tag diirfte die Zahl kleiner gewesen sein. 


18 Versuchstagen kam es im Griin zu einer Steigerung der Zellenzahl auf 
das Siebenundsechzigfache des Einimpfwertes. Auch im blauen Licht gab 
es jetzt eine wenn auch nur schwache Vermehrung, die wahrend der 
ganzen Versuchsdauer stetig anstieg (in 18 Tagen Verdreifachung). Wah- 
rend 380 Lux (Lichtintensitét 1) des blauen Spektralbereichs noch nicht 
ausreichend waren, um Porphyridiwm zum Wachsen zu bringen, war das 
bei der doppelten Intensitit also der Fall (Uberschreitung des Kompen- 
sationspunktes oder dergleichen?). Unerwartet war die relativ starke Ent- 
wicklung im weifen Licht. Bei Intensitét 1 kam es in 22 Tagen nur zu 
einer Steigerung auf das Dreifache und in 18 Tagen auf das Zweifache; 
jetzt lag in 18 Tagen eine Vermehrung der Algen auf den 35fachen 
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Ausgangswert vor. Der absolute wie relative Zuwachs in den 
verschiedenen Spektralfarben war also bei verschiedenen 
Lichtintensitadten verschieden groB. 


' c) 1500 Lux (Lichtintensitat 3) 

Bei 1500 Lux kam es in beiden Versuchen (Nr. 12 und 16) bei Por- 
phyridium nun auch im Rotlicht zu einer Zellvermehrung, und zwar auf 
das 3,4fache des Ausgangswertes (Tab. 3); auch im roten Licht kann die 
Rotalge also wachsen, wenn nur die Lichtintensitat hinreichend groB ist. 


Tabelle 3. Porphyridium cruentum. Lichtintensitat 3 (1500 Lux). In 14 Tagen in 
zwet Versuchen (12 und 16) erreichte Zellenzahl je Zihlkammer 

Versuch 12 vom 19. 10. bis 2. 11. 1956, Einimpfmenge 131 Zellen im Kubikmilli- 

meter (= 8,4 Zellen in der Zahlkammer); Versuch 16 vom 6. 12. bis 20. 12. 1956, 

Hinimpfmenge 123 Zellen im Kubikmillimeter (= 7,88 Zellen in der Zahlkammer) 


xfacher 

Vers. Licht- Versuchstag Ertrag 
Nr. farbe am 

4 6 8 10 12 14 14. Tag 


12 weib 35,0 108,4 | 219,0 | 326,2 | 494,4 776,1 92,6 


16+ 28,8 106,0 | 200,2 | 319,8 | 479,4 746,2 94,8 
12 rot 6,0 7,5 10,2 12,7 17,3 31,4 3,7 
161 7,4 8,6 10,0 12,9 15,6 24,5 3,1 
12 griin 62,8 204,383 | 326,1 | 488,5 | 736,8 842,2 | 100,8 
161 62,2 204,9 | 318,9 | 467,8 | 694,3 812,8 | 102,9 


1 Die im allgemeinen etwas geringere absolute Zellenzahl in Versuch 16 kénnte 
zum Teil auf der etwas kleineren Einimpfmenge beruhen. 


Der Zuwachs im griinen Licht blieb auch in dieser Lichtintensitat am 
starksten; aber die Entwicklung im weifSen Licht erfuhr noch eine weitere 
Steigerung, so daf sie fast an die im griinen heranreichte. 


d) 2250 Lux (Lichtintensitat 4) 

Leider lie® sich bei dieser Intensitat aus technischen Griinden weder 
blaues noch griines Licht mehr herstellen, der Versuch muBte also auf 
weiBes und rotes Licht beschriinkt werden. In beiden Lichtqualitaten 
war der Zuwachs weiter gesteigert (Tab. 4). Im roten Licht wurde zwar 


Tabelle 4. Porphyridium cruentum. Lichtintensitdt 4 (2250 Lux). Zellenzahl in der 


Zahlkammer 
Versuch 6, 12.3. bis 23. 3. 1956, Einimpfmenge 123 Zellen (= 7,88 Zellen in der 
Zahlkammer) 
ie Versuchstag xfacher Ertrag 
Lichtfarbe 8 | 9 | 10 | 14 am 11. Tag 
eee 107,2 198,0 436,4 644,3 | . 81,6 
rot. 14,6 13,9 20,0 26,5 3,4 
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nur eine Verdreifachung der Zellenzahl beobachtet, aber sie war schon 
am 11. Versuchstag erreicht (in 1500 Lux war die Zellenzahl am 11. Ver- 
suchstag noch nicht einmal verdoppelt), und im weiBen Licht war der 
Ertrag am 11. Tag 82fach (in 1500 Lux am allerdings 10. Tag erst 
40,5fach). Der Zuwachs hatte sich in beiden Lichtfarben also noch ge- 
steigert, ohne daB man tiber Besonderheiten in den Spektralbereichen 
mit Sicherheit Neues aussagen kénnte. 


Ergebnis. Fiir das Wachstum von Porphyridium cruentum 
sind rotes und blaues Licht also wenig wirksam; der beste 
Zuwachs findet im griinen Licht statt. 


3. Trailliella intricata 


Erganzend wurden einige Versuche mit der fadigen Rotalge T'railliella intricata 
im griinen, blauen und roten Licht gemacht (770 Lux, Lichtintensitat 2). Der zarte, 
etwas verzweigte Algenfaden hing an einem Glashaken in der Kulturfliissigkeit. 
Haufiges Herausholen vertrug er nicht, deshalb wurde nur einmal, und zwar nach 
vier Wochen, der Zuwachs neuer Zellen gezahlt. Langer ausgedehnt konnte der 
Versuch nicht werden, weil die Faden sich zusammenknauelten und ihr Zuwachs 
deshalb nicht mehr sicher ermittelt werden konnte. Der Versuch wurde mit nur 
zwei Parallelen durchgefiihrt. Im griinen Licht bildeten sich 33 neue Zellen, im 
roten 8 und im blauen 14. Zweifellos sind die Messungen mit einem erheblichen 
Unsicherheitsfaktor behaftet; trotzdem ist auch hier die Uberlegenheit des griinen 
Lichtes eindeutig, wenn auch nicht ganz so stark wie bei Porphyridium; auch im 
blauen Licht war der Zuwachs relativ stark. 

Ergebnis. Auch Trailliella wachst also im griinen Licht 


wesentlich besser als im blauen und vorallemimroten. 


Ill. Diskussion 


Die vorstehend geschilderten Versuche haben also gezeigt, daB die 
beiden Rotalgen und die Griinalge am besten in dem zu ihrer Eigenfarbe 
komplementaren Licht wachsen. Der Wirkungsgrad der drei Spektral- 
bereiche scheint dabei von der Lichtintensitiét und der Versuchsdauer 
abhangig zu sein. Das wird am deutlichsten, wenn man die Vermehrung 
im Licht der Eigenfarbe der Alge = 1 setzt?. 


Porphyridium. Im schwichsten Versuchslicht (Intensitat 1, 380 Lux) 
ging die Zellenzahl im roten (und ebenso im blauen) Licht langsam zuriick 
(Tab. 4?), im griinen Licht stieg sie dagegen stark an. Dieser relative Vor- 
sprung der Vermehrung im griinen Licht gegeniiber der im roten wurde 
von Tag zu Tag starker; am 22.Tag erreichte die Ernte das 49fache der 
Zellenzahl im roten Licht. — In 770 Lux (Lichtintensitat 2) war das noch 


* Von den nachstehenden Erérterungen muB T'railliella ausgenommen werden, 
weil die bei ihr erhaltenen Werte mit zu groBen Unsicherheiten behaftet sind. 
* Die Zahlen in den Tab. 4 und 5 sind die Mittelwerte aus allen unter gleichen 


Bedingungen (Lichtintensitat, Lichtfarbe und Versuchszeit) gemachten Einzel- 
versuchen. 
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viel ausgepragter; schon in 18 Tagen wurde der fast 90fache Wert des- 
jenigen im roten Licht gezahlt. Die relative Zuwachskurve im grinen — 
Licht schwingt sich daher sehr steil empor (Abb. 5). Aber auch im blauen — 
Licht kam Porphyridium in 770 Lux zum Wachstum, allerdings in 
18 Tagen nur bis zur 3fachen Zahl der eingeimpften Zellen und damit 
auf das 4fache der im Rot erreichten 
Zellenzahl. — In 1500 Lux (Intensitat 3) 
schlieBlich kam auch im roten Licht — 
schwache Vermehrung zustande: in 12 Ta-_ 
gen Verdoppelung der Zahl der eingeimpf- 
ten Zellen. Im griinen Licht stieg die Zellen- 
zahl in der gleichen Zeit zwar auf das 
88fache an, die relative Vermehrung war 
aber infolge des gleichzeitigen Anstiegs der — 
Zellenzahl im roten Licht nicht so groB wie 
man erwarten sollte, nimlich nur 41 fach. 
Auf den Riickgang des Relativwertes am 
14.Tagkommenwir gleich nochzusprechen. 
Die giinstige Entwicklung von Porphy- 
ridium in dem zur Eigenfarbe der Alge 
komplementaren Licht gegeniiber der im 
roten nahm also mit Verstarkung der Be- 
leuchtung zu. Ebenso stieg sie mit zu- 
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nehmender Versuchszeit an (Tab. 4). 
Chlorella. Bei der Griinalge (Tab. 5) 
war die Vermehrung im Licht der Eigen- 
farbe in allen Lichtintensititen sehr viel 
starker als bei Porphyridium. Schon im 
schwachsten griinen Licht kam es in 


Versu chstag 


22 Tagen zur Verdreifachung der Zahl der 
eingeimpften Zellen, und in den beiden 
héheren Lichtintensititen waren die Werte - 
noch bedeutend héher. Das hat zur Folge, 
daB die Uberlegenheit des Zuwachses im Komplementarlicht bei 
Chlorella wesentlich geringer war als bei Porphyridium: sie ging nicht 
uber das 13fache hinaus (gegeniiber dem 90fachen bei Porphyridium). 
Dagegen war im blauen Licht das Wachstum von Chlorella ziemlich 
gut: Zellvermehrung in Intensitét 2 in 16 Tagen auf das 41fache der 
Kinsaat (bei Porphyridium kam es in Blau hingegen nicht iiber Verdrei- 
fachung der Zellen hinaus); der relative Zuwachs im Blau bezogen, auf 
das Wachstum im Griin war daher nicht sehr stark verschieden von dem 
im roten Licht. — In groBen Ziigen ist auch bei Chlorella ein Anstieg der 
absoluten wie relativen Zahlen beim Lesen der Tabelle von oben nach 


Abb. 5. Porphyridium. Vielfaches des 
Rotlichtertrages im blauen und griinen 
Licht. 770 Lux 
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unten wie auch — innerhalb der einzelnen Lichtfarben — von links nach 
rechts vorhanden, wenn auch bei der Kleinheit der Werte viel mehr Ab- 
weichungen von der Regel vorhanden sind als bei Porphyridium. Auch 
bei Chlorella fallt ein Wert (b am 14. Tag im Rot der Intensitat 3) véllig 
aus der Reihe heraus. 

Es wire verkehrt, aus diesen Zahlen den SchluB zu ziehen, daB unter 
allen Umstéinden der relative Zuwachs im Licht der Komplementarfarbe 
standig zunéahme gegentiber dem in der Eigenfarbe. Tatsadchlich sind ja 
auch in den Tab.4 und 5 2 Falle vorhanden, in denen der relative Zu- 
wachswert wieder zuriickgeht (bei Porphyridium der Wert von b am 
14. Tag im Griin der Intensitat 3 und bei Chlorella ebenfalls am 14. Tag 
und Intensitat 3, aber im Rot). Die Erklaérung-fiir diese Ausnahmen von 
der Regel ist einfach. 


Bei Chlorella (Tab. 5) betrug das Vielfache der eingeimpften Zellenzahl am 
12. Versuchstag im Rot 130, am 14. war es auf nur 132 weitergestiegen, d. h. prak- 
tisch unverandert geblieben. Da im griinen Licht die Zellenzahl in Intensitat 3 vom 
12. zum 14. Tag noch stark angestiegen war (von 10 auf 20), so muBte der Relativ- 
wert rot:griin natiirlich stark zuriickgehen, naimlich von 13 auf 7. Ahnlich, wenn 
auch nicht so extrem, liegen die Verhiltnisse vom 12. zum 14. Tag bei Porphyridium 
(Vermehrung der a-Werte im Griin der Intensitat 3 von 88 auf nur 102, im Rot 
hingegen von 2,0 auf 3,4). Offenbar war bei Chlorella mit Erreichen des 130fachen 
der eingeimpften Zellenzahl ( = 16000 Zellen im Kubikmillimeter) kein wesentlicher 
weiterer Zuwachs mehr méglich (Erschépfung der Nahrlésung, Anreicherung giftiger 
Stoffwechselprodukte usw.). Bei Porphyridiwm bahnte sich dieser Zustand bei etwa 
dem 100fachen der Zellen ebenfalls an. Die sich steil aufschwingenden 8-formigen 
Zuwachskurven (vgl.z.B. von DEnrrer 1949, Tamrya 1957) bogen nun also in die 
Horizontale iiber (Abb. 6, Rotlichtkurve fiir Chlorella). Das Gleiche muB bei allen 
Lichtintensitiaten und -farben schlieBlich eintreten. In Abb. 6 ist der wahrscheinliche 
Verlauf der Griinlichtkurve vom 14. Versuchstag ab durch Strichelung erganzt}. 
Unter ungiinstigen Bedingungen (schwaches Licht, ungiinstige Wellenlinge) sind 
die Zuwachswerte also relativ niedrig; sie werden unter giinstigen Verhaltnissen 
zunehmend gréBer, um schlieBlich alle den gleichen Endwert zu erreichen. Die 
Kurven entfernen sich also anfanglich von einander, nahern sich aber spaiter einander 
wieder. Da der Zuwachs im Licht der Eigenfarbe anfinglich stets viel geringer war 
als im Komplementirlicht, so mu8 das Verhaltnis Wachstum im Komplementir- 
licht : Wachstum im Licht der Eigenfarbe also zunichst gréBer, dann aber wieder 
kleiner werden. Der relative Zuwachsanstieg bei beiden Algen im komplementar 
gefarbten Licht gegeniiber dem in der Kigenfarbe war daher garnicht anders zu er- 
warten; er muB auch bei Konstanz der AuBenfaktoren bei langerer Versuchszeit 
wieder zuriickgehen. Ferner muB8 er bei gréBerer Lichtintensitat, bei stiirkerer Ein- 
impfung oder jeder anderen MaBnahme, die zu einer rascheren Zunahme der Zellen- 
zahl fiihren wiirde, auch schon innerhalb der von uns verwendeten Versuchszeit 


wieder absinken. In zwei Fallen war das ja auch innerhalb unserer Versuchszeit 
bereits der Fall. 


* Ob die Kurve bei wirklicher Durchfithrung des Versuchs iiber den 14. Tag 
hinaus genau so verlaufen wire, ist fiir unsere Betrachtungen ohne Bedeutung; 
wahrscheinlich ware ihr Anstieg weniger steil gewesen. 
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Das gegensatzliche Verhalten der Griin- und Rotalgen kommt gut 
zum Ausdruck, wenn irgend welche unter gleichen Bedingungen ent- 
standenen Werte, z. B. die Ernte am 12. Versuchstag in Lichtintensitat 2 
in den verschiedenen Lichtfarben, in ein Koordinatensystem eingetragen 
werden (Abb. 7). Der geringe Zuwachs von Chlorella im griinen und der 
hier starke von Porphyridiwm springen dabeisehr ins Auge. Immerhinzeigte 
Chlorella auch im Licht der Eigenfarbe (griin) noch eine relativ starke 
Zellvermehrung, wahrend Por- 
phyridium im Rot iiberhaupt 
keinen und im Blau nur auferst 
schwachen Zuwachs aufwies. 


140 


720 


700 


60 


YO 


Vielfaches der Finimpfzah/ 


0 


0 a ee eo ee ed 
bo AOS ACE ULAR CUE TLE MEATS fee ef Rot Grin Blau 
Versuchstag 
Abb. 6. Chlorella. Ertrag (Vielfaches der einge- Abb. 7. Ertrag von Porphyridium und Chlorella 
impften Zellen) im roten und griinen Licht der im roten, griinen und blauen Licht der Inten- 
Intensitit 3. Ausgezogen: gemessene Werte bis zum sitit 2 (770 Lux) am 12. Versuchstag. Zellenzahl 
14. Versuchstag; gestrichelt: geschatzte Werte fiir bei der Hinimpfung = 1 gesetzt 


weitere Versuchsdauer 


_Ob dabei eine Adaptation des Assimilationsapparats der Pflanzen in dem Sinne 
stattgefunden hat, daB bei langerer Kultur in farbigem Licht eine bessere Aus- 
nutzung derjenigen Wellenlangen stattfindet, in denen die Pflanzen gewachsen 
sind, wie Harper, Dorrne u. Stmonis (1936) es bei Helodea beobachtet haben, 
wurde nicht untersucht. Sie wiirde natiirlich die bessere Ausnutzung des zur Kigen- 
farbe komplementiiren Lichtes etwas herabgesetzt haben. 

In Abb. 8 und 9 ist die Ernte (Vielfaches der eingeimpften Zellenzahl) 
am 14. Versuchstag im roten, griinen und blauen Licht abgetragen und 
zwar in den 3 Lichtintensitaten iibereinander. Blaues Licht konnte aller- 
dings — wie schon gesagt — nur in den Intensitaten 1 und 2 hergestellt 
werden, fiir die ,,Sdule‘‘ im Blau fehlt also die starkste Lichtintensitat. 
Vergleicht man die zur gleichen Intensitat gehérenden_,,Erntehdhen- 
linien“, so findet man die ja auch schon aus allen vorstehenden Er- 
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érterungen hervorgegangene Tatsache, dafs bei Chlorella die Ernte in 
Intensitit 2 im Rot nicht wesentlich gréS8er war als im Blau und in jeder 
dieser Farben sehr viel hoher als im Griin (Abb. 8). Die Breite der 
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Abb. 8. Chlorella. Ertrag (Vielfaches der eingeimpften Zellen- 

zahl) am 14. Versuchstag im roten, griinen und blauen Licht 

in den Lichtintensitiiten 1, 2 und 3 (Intensitiit 3 ohne Blau). 

Dartiber die Absorptionskurve (gestrichelt) und die photo- 

synthetische Wirkungskurve (ausgezogen) von Ulva taenia 
nach HAXO u. BLINKS 


Saéulen entspricht dem 
DurchlaBbereich unserer 
Schottschen Farbglaser ; 
die zugehG6rigen Wellen- 
léngen sind auch im obe- 
ren Teil des Koordi- 
natensystems eingetra- 
gen, und dariiber sind 
2 Kurven gezeichnet, die 
Haxo u. Brings (1950) 
entnommen sind; sie 
geben die Absorpti- 
onskurve (gestrichelt) 
und die Kurve des 
photosynthetischen 
Wirkungsspektrums 
(ausgezogen) von Ulva 
taenia wieder. Der star- 
ken Wirksamkeit im Rot 
und im Blau entspricht 
ein guter Zuwachs der 
Alge. Die Zellvermeh- 
rung von Chlorella deckt 
sich also in groBen Zii- 
gen — mehr 1]aBt sich 
nicht sagen — mit den 
an die photosynthetische 
Wirkungskurvezu kniip- 
fenden Erwartungen. 
Anders bei Porphy- 
ridium. Nach Haxo u. 
Buinks decken sich bei 
der Rotalge Porphyra 
nereocystis die Absorp- 
tionskurve des Thallus 
und die der relativen 


Assimilationsleistung nicht mit einander (Abb. 9). Auf die dafir gege- 
benen theoretischen Deutungen braucht hier nicht eingegangen zu 
werden (vgl. Frencu u. Youne 1952, Burks 1954, Yocum u. Brixxs 
1954, Prrson 1953, 1955, RosENBERG 1957). Aus dem Verlauf der Haxo- 
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und Buryksschen Wirkungskurve im Bereich unseres Griinfilters (Abb. 9) 
ist ohne weiteres verstandlich, weshalb Porphyridiwm in diesem Gebiet 


ringen Leistung des Chloro- 
phylls, wie sie in der nied- 
rigen 
Wirkungskurve zum Aus- 
druck kommt, voraussagen 
-konnte. 


Wenn man die zwischen der Ab- 
szisse und der Haxo- u. BLinxs- 
schen Leistungskurve liegende 
Flache ausmiBt, so erhalt man 
fiir den roten, griinen und blauen 
Bezirk der Wellenlinge unserer 
Filter die relativen Werte 287: 
799:1341. Zweifellos ist der Ver- 
such, auf diese Weise zu einem 
Bild der zu erwartenden Wirk- 
samkeit zu gelangen, sehr grob; 
u. a. schon deshalb, weil die von 
Haxo u. Brinxs in sehr engen 
Wellenbezirken erhaltenen Werte 
nicht naher zu unseren sehr brei- 
ten, von den Glasfiltern durch- 
gelassenen Spektralbereichen (die 
sich zudem, wenn auch nur 
wenig — siehe Abb. 1 — iiber 
schneiden) in Beziehung gesetzt 
werden kénnen. Ein gewisser 
Anhaltspunkt ist dadurch aber 
doch gegeben. 


Nach der Haxo- und 
Burnksschen Wirkungskurve 
sollte man im Blau wie vor 
allem im Rot hohere Ver- 
mehrungswerte des Porphy- 
ridiums erwarten. Ob dafiir 
Verschiebungen in der Quan- 
titat der Plastidenfarbstoffe, 
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die starkste Vermehrung zeigte. Nicht direkt verstindlich ist aber, daB 
der Zuwachs im blauen und roten Licht so auBerordentlich gering 
war. Die Zellvermehrung war noch weit niedriger, als man aus der ge- 
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Abb. 9. Wie Abb. 7, jedoch fiir Porphyridium. 
Absorptions- und Wirkungskurve von Porphyra 
nereocystis; die dritte Kurve gibt die Absorption 


des Phycocrythrins wieder 


wie sie Kocu (1953) bei verschiedener Lichtintensitat fir Porphyridium 
nachgewiesen hat, besondere Energieiibertragungsverhaltnisse bei aktiven 
und inaktiven Stadien der Assimilationspigmente (FRENCH u. YOUNG 


1 Fiir die Griinalge sind die entsprechenden Werte 837:754:864. 
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1952, Buinxs 1954, Yocum u. Binks 1954, Du ysEns 1952), etwaige Unter-: 
schiede in der chemischen Natur der Pigmente bei Porphyra und Porphy-. 
ridium (vgl. Brinks 1954, Yocum u. Brinxs 1954, Haxo, O’H Eocua u.. 
Noris 1955)! oder Einfliisse der Lichtintensitaéten eine Rolle spielen, 
oder was sonst die Ursache sein mag, kann erst durch weitere Versuche: 
geklart werden ?. 

Unsere Versuche haben also gezeigt, dali man nicht ohne: 
weiteres von Photosyntheseergebnissen auf alle Einzelheiten des Algen-: 
wachstum im farbigen Licht schlieBen kann, dai aber trotzdem die: 
Engelmannsche Theorie tiber die Tiefenverteilung der roten und griinen: 
Meeresalgen im Prinzip richtig ist. 


Zusammenfassung 


1. Die beiden einzelligen Algen Chlorella pyrenoidosa (Chlorophycee) 
und Porphyridium cruentum (Bangioidee) wurden wahrend einiger 
Wochen in Durchliftungsrdhren in energiegleichem roten, griinen, 
blauen und weiBen Licht kultiviert. 

2. Beide Algen entwickelten sich wenig oder gar nicht im Licht ihrer 
Higenfarbe, gut im komplementiir gefirbten Licht. 

Wenige Messungen an der fadenférmigen Floridee T'railliella intricata 
fiihrten zum gleichen Ergebnis. 

Die gegensatzliche Reaktion im roten und griinen Licht war bei Por- 
phyridium noch starker ausgepragt als bei Chlorella. 

3. Das Verhaltnis der Zellvermehrung im roten und griinen Licht war 
innerhalb der Versuchszeit nicht konstant: Mit zunehmender Licht- 
intensitaét (von 380—1500 Lux) wurde bei Porphyridium der relative 
Vorsprung des Zuwachses im griinen Licht immer gréBer, und die gleiche 


1 Erst nach AbschluB des Manuskriptes haben wir die schwer erhiiltliche Proef- 
schrift von L. N. M. Duysens ,,Transfer of Excitation Energy in Photosynthesis” 
(Utrecht 1952) einsehen kénnen. Der Verfasser war so freundlich, uns einen Sonder- 
druck davon zu itberlassen. Darin sind Kurven mit dem Absorptionsspektrum und 
den photosynthetischen Wirkungsspektrum unseres Objektes, also Porphyridium 
cruentum, enthalten. Das Absorptionsspektrum fiir die Photosynthese verlauft 
etwas anders als bei Porphyra, jedoch sind die Unterschiede nicht so groB, daB 
sich dadurch unsere Wachstumswerte in den drei Farbbereichen verstehen lieBen. 


* Ebenfalls erst nach AbschluB des Manuskripts haben wir in einem Referat in den 
Berichten iiber die Wissenschaftliche Biologie vom Februar 1957 (109, 38) iiber eine 
Arbeit von L. R. BLinks (Photosynthesis and productivity of littoral marine Algae; J. 
Marine Res., 14, 363, 1955) den Satz gefunden: ,,Nach kurzen Betrachtungen iiber 
die Bedeutung der Pigmente fiir die Lichtausnutzung am Standort wurden von 
mehreren Rotalgen, Griinalgen und Braunalgen Werte fiir die Algenproduktion in 
verschiedenen Zeitabschnitten zusammengestellt.‘‘ Leider ist es uns bisher nicht 
gelungen, uns das Journal of Marine Research zu beschaffen. Wir kénnen daher 
auch nichts dariiber aussagen, ob die BLinKssche ,,Zusammenstellung“ zu gleichen 
Ergebnissen gefiihrt hat wie unsere Kulturversuche. 
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Verschiebung, wenn auch weniger stark, trat auch mit zunehmender 
Versuchszeit ein. In einem bestimmten Versuch war die Zellvermehrung 
im griinen Licht am 12. Versuchstag bei 380 Lux 3mal, bei 770 Lux 
27mal und bei 1500 Lux 41 mal stirker als im roten Licht, und mit der 
Versuchsdauer stieg sie vom 4fachen Wert am 4. Tag nach der Impfung 
auf den 89fachen am 18. Tag. Bei Chlorella war es ahnlich mit dem 
Vorsprung im roten Licht, jedoch waren die Verhaltnisse hier weniger 
deutlich. 

Es wird erortert, da es sich dabei nur um eine unter bestimmten 
Bedingungen zu beobachtende Erscheinung handelt, die sich aus den 
allgemeinen Gesetzlichkeiten bei der Vermehrung unter kiinstlichen Ver- 
haltnissen ergibt. 


4. Die Entwicklung der Algen im roten, griinen und blauen Licht ent- 
sprach nicht der Absorptionskurve der Algen; sie deckte sich aber auch 
nicht genau mit den von Haxo u. BLINKS sowie DuysEns aufgestellten 
photosynthetischen Wirkungskurven. Das gilt in besonders extremer 
Weise fiir Porphyridium. 


5. Man kann daher aus Assimilationsversuchen keine sicheren Riick- 
schliisse auf die Giltigkeit der Engelmannschen Theorie tiber die Ver- 
teilung farbiger Algen in verschiedenen Meerestiefen ziehen. Die Wachs- 
tumsversuche haben aber gezeigt, daB die Theorie richtig ist. 
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Harnstoffassimilation mit und ohne Ureasewirkung 
bei Mikroorganismen 


(Endomycopsis vernalis, Torulopsis utilis, Willia anomala)* 


Von 
MAXIMILIAN STEINER und HoRST KATING 


(Hingegangen am 18. Juli 1957) 


Das Vorkommen von Harnstoff und von Urease in hdheren und 
niederen Pflanzen ist seit langem bekannt. Die Rolle der Urease im 
pflanzlichen Stoffwechsel wurde erst kiirzlich von GRASSMANN u. MULLER . 
(1951) folgendermaBen gekennzeichnet: ,,Die allgemeine Bedeutung der 
pflanzlichen Urease liegt in der Bereitstellung von assimilationsfahigem 
Ammoniak fiir die Pflanze durch Aufspaltung des zunidchst wertlosen 
Harnstoffs aus dem EiweiBabbau.“‘ 

Bei Weiterfiihrung unserer Untersuchungen itiber die Verarbeitung von 
Aminosauren und Amiden durch Mikroorganismen (STEINER u. KaTING 
1953, Katrine 1955a, b, c) verwendeten wir zur Anzucht haufig Harnstoff- 
Nahrbéden. Fiir den einen Versuchsorganismus, Endomycopsis vernalis, 
war durch RaaF (1941) bekannt, daB er Harnstoff als einzige N- Quelle 
gut verwertet. Der gleiche Verfasser hatte eine starke Harnstoffspaltung 
zu Ammoniak durch Endomycopsis beobachtet. Aber auch zwei andere 
Hefen, Willia anomala und Torulopsis utilis, wuchsen in unseren Ver- 
suchen auf Harnstoff als alleiniger N- Quelle ausgezeichnet. Deshalb war 
die Angabe von Gorr u. WAGNER (1931) iiberraschend, daf sie in frischen 
Zellsuspensionen und in Trockenpraparaten von T'orulopsis utilis keine 
Ureaseaktivitat feststellen konnten. Eine eingehendere Analyse dieser 
Verhaltnisse schien uns deshalb erforderlich. 


I. Material und Methodik 


A. Kulturverfahren und Ernte des Versuchsmaterials 


Versuchsorganismen waren die Institutsstamme der Wildhefen Hndomycopsis 
vernalis Ludwig, mit dem schon STErner (1938), HEIDE (1939) und Raar (1941) 
arbeiteten; Jorulopsis utilis (Henneb.) Lodder, Stamm Burcik 4719 und Willia 
anomala Hansen, Stamm Burcik 479. Alle drei Organismen wuchsen gut auf der rein 
synthetischen Nahrlésung von WOLTJE (s. JANKE u. ZIKES 1928), auch wenn wir 
statt Asparagin N-aquivalente Mengen von Harnstoff als N- Quelle boten. Es wurde 


* Herrn Professor Dr. Dr. h. c. RicHarD Harper zum 70. Geburtstage. 
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das gleiche Kulturverfahren angewendet, wie es bei Heme (1939) und Maas- 
Forster (1955) ausfiihrlich beschrieben worden ist: in Petrischalen wurden zu 35 g 
Quarzsand (Merck p.a.) 15 ml der Nahrlésung gegeben, zwei Filtrierpapiere daritber 
gelegt und darauf die Organismen geimpft. Fiir die Ernte lieBen sich die Hefedecken 
gut quantitativ von dem obersten Filtrierpapier abstreifen. Das Material wurde 
entsprechend unseren fritheren Angaben (KatinG 1955a) getrocknet und auf- 
gearbeitet. 


B. Herstellung des Trockenpulvers und Zellextraktes 


Zur Gewinnung des Trockenpulvers wurde das geerntete Material auf Tonplatten 
ausgestrichen, im heizbaren Vacuumexsiccator bei 35° getrocknet und dann mit dem 
Morser fein zerrieben. Das Trockenpulver war, in verschlossenen Glasflaschen im 
Dunkeln aufbewahrt, einige Wochen lang enzymatisch aktiv. — Der frische Zell- 
extrakt wurde folgendermaBen gewonnen: Nach 4 Tagen Kulturdauer wurde die 
Hefemasse zentrifugiert, gewaschen und anschlieBend mit Kieselgur (Merck) zer- 
rieben. Danach wurde 8 Std lang mit steriler Phosphatpufferlésung (pp 7) extra- 
hiert. Nach dem Zentrifugieren wurde die klare Lésung sofort fiir die einzelnen 
Versuchsansatze verwendet (Einzelheiten der Ansatze jeweils im Versuchsteil). 

Die Darstellung von Ureaseextrakt aus Sojabohnenmehl (Merck) erfolgte nach 
HEIDERMANNS u. Krrouner-Ktun (1955)?. 


C. Analysenmethoden 


Zu der Ammoniakbestimmung wurde die Destillationsapparatur nach PUCHER u. 
Mitarb. verwendet. 

Fettbestimmung nach Herpe (1939) durch Atherextraktion des mit Kieselgur 
zerriebenen Trockenpilzes. 

Gesamt-N-Bestimmung nach KyELDAHL im Apparat nach PaRNAS-WAGNER. 

pu-Bestimmungen wurden mit dem pq-Meter (Type E 1965) der Metrohm A.G., 
Herisau/Schweiz ausgefiihrt. 

Zum papierchromatographischen Nachweis von Harnstoff diente das Papier 
Whatman 1 und als Solvens Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:1). Mit p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd gibt Harnstoff eine intensive gelbe Farbe (Biochem. Taschen- 
buch, 8. 1135, Wacker 1956). 


Il. Versuchsergebnisse 


A. Wachstum und Umsetzungen auf Harnstoff-Ndéhrlésung 


In Tab. 1 sind einige Analysendaten wachsender Kulturen von Endo- 
mycopsis vernalis, Torulopsis utilis und Willia anomala dargestellt, denen 
als einzige N- Quelle Harnstoff geboten wurde. 

Versuchsanordnung: 6tagige Vorkultur der Hefen auf Malzagar. Herstellung 
der Impfsuspension in sterilen Schiittelkélbchen nach Herpk (1939). 

Abgeinderte Nahrlésung nach WéirsE: 1000 ml dest. Wasser; 75 g Saccharose; 
5 g Harnstoff (Merck); 5 g KH,PO, (nach SérenseEn, Merck); 2,5 g MgSO,-7 H,O 
(p.a. Merck). 

Trockensubstanzbildung und N-Aufnahme verlaufen bei Endomycopsis 
und Torulopsis etwa im gleichen Tempo. Willia wichst langsamer. Sie 
nutzt auch die N-Quelle nicht in dem MaBe wie die beiden anderen 


1 Herrn Professor Dr. C. HutpeRMANNS und Frau Dr. KircHNER-KUaHn sind wir 
fiir wertvolle Ratschlige und Hinweise zu Dank verbunden. 
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Organismen. Auch nach den Analysen der Restnahrlo6sungen wird der 
Stickstoff von Endomycopsis und Torulopsis etwa gleich rasch assimiliert. 

Wesentliche und interessante Unterschiede zwischen den einzelnen 
Organismen werden aber deutlich, wenn man die N-Fraktionen in der 


Tabelle 1. Wachstum von Endomycopsis vernalis, Torulopsis utilis und Willia anomala 
auf Woltje-Ndhrlésung mit Harnstoff als N-Quelle 


Alle Zahlen sind Mittelwerte von je 3 Parallelkulturen 


or ia Pilz | Nihrlésung 
Mein passe N Fett Gesamt-N |NH,-N| Amid-N | End- 
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) 
I. Endomycopsis vernalis 
0 a ~ = 26,60 |0 | 26,60 | 4,6 
50 35,6 2,45 Mey De 25,20 0,10 25,10 4,6 
72 142,1 7,66 99 17,80 0,38 17,42 4,6 
78 188,8 13,70 12,2 n.b. 0,45 ie, Ae CARS} 
98 347,4 23,60 23,6 3,10 0,15 | 2,95 qa0) 
145 351,5 22730 25,0 4,10 2,07 0 7,2 
IT. Torulopsis utilis 
0 we = ag 26,60 | 0 26,60 | 4,6 
50 Spur roe Tee 26,10 0) 26,10 4,4 
72 3753 10,50 4,9 14,10 0 14,10 4,0 
78 189,9 13,30 8,2 ids 18s 0 1, 10%, 4,2 
98 322,0 22,90 12,5 3,73 0 3,73 5,8 
145 348,7 23,60 24,3 1,70 0,11 0 6,1 
III. Willia anomala 

0 — — — 26,60 0 26,60 4,6 
50 Spur n. b. ap 108 27,00 0 27,00 4,4 
72 70,1 4,85 i) 20,30 0 n.b. 4,4 
78 104,0 7,70. 2,0 18,10 0 ne bs 4,4 
98 NGS 10,90 13,2 14,30 0,47 13,83 4,6 
145 254,9 15,10 19,3 9,10 1,90 7,20 6,4 


Nahrlésung betrachtet. Bei Hndomycopsis tritt vom ersten Unter- 

suchungstermin an NH,-N im AuSenmedium auf. Seine Menge erreicht 

zur Zeit des starksten Wachstums ein Maximum. Ein zweiter, sehr viel 

kriiftigerer Anstieg findet sich am Versuchsende (145 Std), in einem Zeit- 

punkt, da die gebotene N- Quelle (Harnstoff) vollig verbraucht ist. Die 

Verhaltnisse bei der Harnstoffassimilation ahneln offenbar denen, die 
12* 
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wir auf Asparaginnahrbéden angetroffen haben (STEINER u. KaTING 
1953, Karine 1955a, b): Die Amidgruppen des Harnstoffs werden sehr 
wahrscheinlich wie diejenige des Asparagins bereits an der Zelloberflache 
abgespalten; sie treten als freies Ammoniak in der N&hrlésung auf. 
DaB sich im Falle des Asparagins—vermutlich ebenfalls durch Reak- — 
tionen an Grenzflachen der Zellen — gleichzeitig gewisse Umaminierungen 
abspielen, braucht in diesem Zusammenhang nicht weiter erdrtert zu 
werden. 

Anders bei Torulopsis und Willia. Auch hier wird, wie die Analysen 
der Nahrlésung zeigen, der eingesetzte Harnstoff etwa im gleichen MaBe 
verbraucht, wie die Pilztrockensubstanz zunimmt. Ammoniak laBt sich 
aber in der Nahrlésung zunachst titberhaupt nicht nachweisen. Es tritt 
erst nach 145 Std (bei T'orulopsis) bzw. 98 Std (bei Willia) auf, also in 
einem Zeitpunkt, in welchem vermutlich die C- Quelle des Mediums er- 
schépft ist. Man wird diese Ammoniakausscheidung (s. STEINER u. 
Katine 1953, Katrye 1955a) auf autolytische Abbauprozesse zuriick- 
fiihren dirfen. 

Die Ergebnisse bei Endomycopsis lassen sich zwanglos so deuten, dai 
die Harnstoffassimilation durch eine Ureasespaltung eingeleitet wird und 
das noch nicht assimilierte Ammoniak sich voriibergehend im Aufen- 
medium anhaiuft. Bei Torulopsis und Willia hingegen liegen die Dinge 
offenbar anders. 


B. Der Ort der Harnstoff-Spaltung 


Durch papierchromatographischen Nachweis konnte zunachst gezeigt 
werden, dais entsprechend den Analysenzahlen (,,Amid-N*‘) der Tab. 1 
der Harnstoff im Kulturmedium von Endomycopsis und Torulopsis 
schnell abnimmt und nach 145 Std véllig verschwunden ist. Bei Willia- 
Kulturen dagegen ist zum gleichen Zeitpunkt noch eine erhebliche Menge 
von Harnstoff nachweisbar. 

Im Hinblick auf die von Karrya (1955a) beim Asparaginabbau nach- 
gewiesenen Zellgrenzflichen-Reaktionen interessierte es uns, tiber den 
Ort der Harnstoffspaltung Niheres zu erfahren. Es wurden zunichst 
Versuche zum Nachweis des Harnstoffs in der Zelle durchgefiihrt. Es 
wurden fettarm (und eiweiBreich) vorgezogene Zellen auf zuckerfreie 
Harnstofflésung tibergesetzt. Durch diese Versuchsbedingungen suchten 
wir zu erreichen, da® der in die Zellen aufgenommene Harnstoff wegen 
des Mangels an — inneren und auBeren — C-Quellen méglichst lange 
unverandert liegen blieb. 

Versuchsanordnung: Hndomycopsis, Torulopsis und Willia; 3tagige Vor- 
kuitur auf WontsE-Nihrlésung mit 0,69 Harnstoff als einzige N- Quelle: danach 
Umpflanzung der Pilzdecken auf die gleiche Nahrlésung ohne Saccharose. 


Zu den in Tab. 2 angegebenen Zeiten wurden je 2 Kulturschalen jeder Art 
geerntet, die Hefemasse in Phosphatpuffer (pq 7,0) zweimal scharf zentrifugiert, mit 
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Kieselgur gut zerrieben und mit 10 ml Phosphatpuffer (pq 7,0) extrahiert. Nach 
Filtration wurden je 40 ul des klaren Extraktes zur papierchromatographischen 
Analyse auf Harnstoff verwendet. 


Wie Tab. 2 zeigt, ist in den Zellen von Torulopsis und Willia Harnstoft 
stets nachweisbar, niemals hingegen bei Endomycopsis. 


Tabelle 2. Harnstoffnachweis im Mycel nach 3tagiger Vorkultur 
und Umpflanzung auf Harnstoff-Ndhrlésung ohne C-Quelle 


nach 
Umpflanzung 
Std 


0 es 

4 af, 
13 = 
24 — 


Endomycopsis 
vernalis 


Torulopsis Willia 
utilis anomala 


++++ 
++++ 


Es wurde weiterhin versucht, bei Hndomycopsis Urease als Exoenzym 
nachzuweisen. Wir benutzten hierbei folgende 

Versuchsanordnung: Restnahrlésungen 4 Tage alter Hndomycopsis-Kulturen 
wurden vorsichtig eingeengt und mit Harnstoff als Substrat versetzt. 

Die Versuche verliefen véllig negativ. In keinem Fall war eine Am- 
moniakbildung durch Harnstoffhydrolyse nachweisbar. 

Bei der Harnstoffassimilation durch Endomycopsis scheinen demnach 
abnliche Verhaltnisse vorzuliegen wie sie von uns (STEINER u. Katine 
1953, Karine 1955a) fiir die Asparaginassimilation durch diesen Organis- 
mus angegeben wurden. 


C. Harnstoffabbau durch Trockenpulverpraparate 


Das intermediare Auftreten von Ammoniak in der Nahrlosung von 
Endomycopsis vernalis (s. Tab. 1) kann auf die Aktivitat der — wahr- 
scheinlich in der Zelloberfliche lokalisierten — Urease zuriickgefiihrt 
werden. Die Harnstoffassimilation erfolgt also hier tiber eine voraus- 
gehende NH,-Abspaltung. Unsere abweichenden Befunde bei Torulopsis 
und Willia treffen sich mit den vergeblichen Versuchen von GORR u. 
Waener (1932), Urease bei Torulopsis utilis nachzuweisen. Andererseits 
steht aber fest, daB Harnstoff von Willia und Torulopsis gut assimiliert 
wird. Weitere Versuche iiber die Ureaseaktivitat verschiedener Praéparate 
aus Zellen aller drei Pilzarten schienen deshalb wiinschenswert. Es 
konnte u. a. mit der Méglichkeit gerechnet werden, daB bei Torulopsis 
und Willia Urease nur im Zellinneren aktiv ist. 


Urease katalysiert streng spezifisch die Spaltung von Harnstoff zu Ammoniak 
und Kohlendioxyd. Das Wirkungsoptimum ist von der Art des Puffers und der 
Enzymkonzentration abhangig (HowELL u. SumNER 1934, vergleiche hierzu 
auch Russ 1956). Fiir 1% Urease und m/8-Citratpuffer gilt px 6,7 als optimal, fiir 
Phosphatpuffer dagegen etwa py 7,6. Das gereinigte Enzym ist enipfindlich gegen 
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Schwermetalle, Oxydationsmittel, Fluoride, Sulfite, Monojodessigsiure und eine 
Reihe weiterer Stoffe (Zusammenstellung bei GRAssMANN u. MULLER 1951). 
Die Hemmung durch Schwermetalle und Oxydationsmittel kann aufgehoben 
werden durch Blausaiure, sowie durch Sulfhydrylverbindungen, Aminosauren, 
hydrophile Kolloide u. a. LarpLer u. Hoare (1949) sowie Hoare u. Larpier (1950) 
nehmen die Existenz eines Harnstoff-Urease- Wasserkomplexes bei der Spaltung an; 
bei hohen Substratkonzentrationen verdrange der Harnstoff das Wasser von den 
reaktiven Zentren, wodurch die haufig beobachtete Hemmung der Ureasewirksam- 
keit bei hohen Harnstoffkonzentrationen zustande kame. 


Unsere Versuche mit Trockenpulverpraéparaten wurden unter Be- 
achtung all dieser Befunde durchgefihrt. 


Versuchsanordnung: Substrat 0,01 Mol Harnstoff (Urea puriss. eryst. Merck) © 
in Phosphatpuffer (px 7,0). — Zu 10 ml dieser Lésung wurden 50 mg Trockenpulver 
(Herstellung s. methodischer Teil 8S. 174.)1 gegeben.— Zur eventuellen Enthemmung 
der Urease fiigten wir in Parallelansitzen KCN in einer Endkonzentration von 
0,5 - 10-4 Mol (WarBurRe 1948) bzw. eine Spur Na,S-Lésung (Russ 1956) hinzu. — 
Zu allen Ansitzen wurde auBerdem eine Spur MgSO, - 7 H,O (p.a. Merck) gegeben. 
(Nach Kocumann 1924 aktivieren Mg++-Ionen die Soja-Urease.) 


Tabelle 3. Ammoniakbildung aus 0,01 Mol Harnstofflésung durch Trockenpulver, 
20 Std Reaktionsdauer, Phosphatpuffer pa 7,0 
Mittelwerte aus je 2 Parallelansitzen. Absolute Analysenwerte ohne Abzug des 
praformierten NH,-N 


NH,-N aus NH,-N aus 
Trockenpulver NH,-N ohne End- NH,-N aus End- Harnstoff End-| Harnstoff | End- 
d Harnstoff Harnstoff ; 
von (10-8 mg) PH (10-* mg) PH + KCN PH + NaS PH 
8 8 (10-* mg) (10-* mg) 
Endomycopsis 
vernalis 228 6,85 2750 7,30 2778 7,28 2730 Pray! 
Torulopsis 
utilis 89 6,77 66 6,82 82 6,70 80 6,70 
Willia 
anomala 200 6,80 186 6,75 180 6,70 180 6,75 


Die Ergebnisse eines solchen Versuchs sind in Tab. 3 dargestellt. 
Nur in den Ansitzen mit Hndomycopsis-Trockenpulver ist eine Urease- 
Wirkung festzustellen. Da die als Substrat gebotene Harnstoffmenge 
2800 - 10°? mg NH,-N entspricht, ist die Harnstoffspaltung hier fast 
quantitativ. Kin KCN- oder Na,S-Zusatz ist ohne Einflu8. Bei Torulopsis 
und Willia entsprechen die NH,-Werte der Versuchsansitze durchweg 
den Blindwerten der Kontrollen. Eine Harnstoffspaltung ist also hier 
nicht nachweisbar. Nur bei Endomycopsis werden durch die Ammoniak- 
bildung die pu-Werte der Versuchsansatze nach dem alkalischen Bereich 
verschoben. Papierchromatographische Analysen der Ansiitze (60 ul 


' Als Hinweis auf die ,,Funktionstiichtigkeit“‘ des Trockenpulvers sei erwahnt, 
dafi die 'Trockenpriparate aller 3 Organismen Transaminase- wie Asparaginase- 
Aktivitaét zeigten. 
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Lésung je Chromatogramm) auf Harnstoff bestatigten die Ergebnisse 
von Tab.3: Bei Torulopsis und Willia bleibt der Harnstoff unangegriffen 
legen. 

Eine Wiederholung der Versuche mit gréBeren Harnstoffmengen ergab 
grundsatzlich gleiche Ergebnisse. Kine groBe Zugabe von Trockenpulver 
erwies sich nicht als giinstig, weil dadurch die py-Kontrolle im Ansatz 
erschwert wird. 

Diese Versuche bestatigen sowohl die Angaben von RaaF (1941) tiber 
die Ureaseaktiviat von Hndomycopsis wie diejenigen von GoRR u. WaG- 
NER (1932) tiber das Fehlen der Urease bei Torulopsis. Willia anomala 
verhalt sich in dieser Hinsicht nach unseren Befunden wie Toruwlopsis 
utilis. 

Es ware noch der Einwand moéglich, daB die negativen Ergebnisse bei 
Torulopsis und Willia in einer, auch durch KCN- oder Na,S-Zusatz nicht 
aufgehobenen Urease-Hemmung ihren Grund hatten. Um diese Frage 
zu klaren, setzten wir in Versuchen entsprechend Tab. 3 nach Ende der 
20stiindigen Reaktionszeit Ureaseextrakt aus Sojabohnen (Herstellung 
s. methodischer Teil 8. 174) zu. 


Versuchsanordnung: 1,0 ml Sojabohnenextrakt wurde nach Beendigung der 
vorher beschriebenen Versuche in Parallelansétzen zu den gleichen Enzymansatzen 
zugefiigt und 8 Std spater die Reaktion unterbrochen. Dies geschah mit 2 ml einer 
10% igen Na-Wolframat-Lésung und 0,5 ml 6 n HCl (Russ 1956). Vor Beginn der 
Ammoniak-Analyse wurde mit 0,5 ml 6 n NaOH neutralisiert. 


Tabelle 4. Ammoniakentwicklung bei nachtrdglichem Zusatz von Sojabohnenextrakt zu 
Versuchsansitzen entsprechend Tab. 3 


NH,-N aus NH;-N aus 

Trockenpulver ae oe oe er Harnstoff Harnstoff 
von apnsto ornate + KCN + Na8 

(10-* mg) (10-* mg) (40-* mg) (10-? mg) 


a 


Endomycopsis vernalis 363 2880 3080 3120 
Torulopsis utilis . . 265 2895 3075 3105 
Willia anomala. .. . 391 3090 3460 3410 


Das Ergebnis, dargestellt in Tab. 4, ist véllig eindeutig. In allen An- 
satzen ist nunmehr der eingesetzte Harnstoff annahernd vollstandig zu 
Ammoniak (theoretischer Wert 2800: 10-* mg) abgebaut. Bemerkens- 
wert ist hier lediglich eine leichte Aktivierung der Urease durch KCN 
und Na,S. Diese Ergebnisse machen die Annahme einer Ureasehemmung 
bei Willia und Torulopsis auBerst unwahrscheinlich. 


D. Harnstoffabbau durch ruhende Zellen 


Bei den eben beschriebenen Versuchen mit Trockenpulver bliebe noch 
der Einwand bestehen, da eine méglicherweise urspriinglich vorhandene 
Ureaseaktivitat bei Willia und Torulopsis durch den TrocknungsprozeB 
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verlorenging. Es wurden deshalb Versuche mit ruhenden Zellen durch- 
gefiihrt ; diese schienen gleichzeitig geeignet, die Ergebnisse mit wachsen- 
den Zellen (Tab. 1) in niitzlicher Weise zu erganzen. Bei ruhenden Zellen 
ist eine Interferenz von enzymatischen Spaltungsvorgéngen und von 
Assimilationsprozessen durch Entzug aller Nahrstoffe (mit Ausnahme 
des Harnstoffs) weitgehend ausgeschlossen. 


Versuchsanordnung: 4tagige Vorzucht der Versuchsorganismen auf WOLTJE- 
Lésung mit Harnstoff als N-Quelle. Ernte, Waschen, Zentrifugieren der Zellen, 
Herstellung einer dichten Zellsuspension in Phosphatpuffer (py 7,0). Versuchs- 
ansatz: 2 ml Zellsuspension; 8 ml Phosphatpuffer (pq 7,0); dazu Harnstoff zur End- 
konzentration 0,01 Mol; Spur MgSO, - 7 H,0; Raumtemperatur. Ammoniakanalysen 
nach 24 Std. Parallelansatz mit KCN-Zusatz. Kontrolle mit Pufferlésung ohne 
Harnstoff. 


Tabelle 5. Ammoniakbildung aus Harnstoff durch ruhende Zellsuspensionen 
von Endomycopsis, Torulopsis und Willia 
Mittelwerte aus je 2 Ansatzen 


Warsuchae NH,-N ohne NH,-N aus NH,-N aus 
aanepuni coagrle Harnstoff DH Harnstoff Po |Harnstoff+KCN| py 
si . (10- mg) (10-8 mg) (10-* mg) 
Endomycopsis 
vernalis 130 7,00 2000 720 1750 7,20 
Torulopsis utilis 30 6,95 45 6,85 30 6,75 
Willia anomala. Spur 6,90 Spur 6,85 Spur 6,80 


Wie erwartet, sind die Ergebnisse (Tab. 5) zugleich eine Bestitigung 
fiir Tab. 3 und eine Erginzung zu Tab. 1. Wiederum konnte nur bei 
Endomycopsis, nicht bei Torulopsis oder Willia, eine Harnstoffspaltung 
nachgewiesen werden. Wihrend aber in wachsenden Kulturen von Endo- 
mycopsis (Tab. 1) maximal 1,7°%% des eingesetzten Harnstoff-N als 
NH,-N nachweisbar waren, offenbar deswegen, weil die Harnstoffspaltung 
nur wenig rascher verlief als die Aufnahme und Weiterverarbeitung des 
abgespaltenen Ammoniaks durch die Zellen, war hier bei ruhenden Zell- 
aufschwemmungen zu Versuchsende mehr als 70% des eingesetzten 
Harnstoff-N als NH,-N nachweisbar. Es war also gelungen, die Urease- 
Spaltung des Harnstoffs und die assimilatorische Weiterverwendung des 
abgespaltenen NH, recht sauber zu trennen. 

Durch papierchromatographische Analyse lieB sich der Nachweis 
fiihren, daB in den Ansitzen mit Torulopsis und Willia der Harnstoft 
tatsachlich unangegriffen liegen blieb. Es fehlt hier also nicht nur die 
Urease; es ist offenbar bei den ruhenden Zellen — im Gegensatz zu den 


wachsenden Kulturen — der ,,primire Harnstoffakzeptor‘‘ nicht vor- 
handen oder inaktiv. 


EL. Harnstoffabbau durch zellfreie Hxtrakte 
Die bisher beschriebenen Versuche mit Zellsuspensionen oder Trocken- 
pulver brauchten deshalb nicht schliissig zu sein, weil immerhin noch der 
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Hinwand méglich ware, daB bei Toruwlopsis und Willia das durch eventuell 
im Zellinnern lokalisierte Urease freigesetzte Ammoniak nicht ins AuBen- 
medium hinauszutreten vermag. Es wurden deshalb Versuche mit zell- 
freien Extrakten durchgefiihrt, die in sehr schonender Weise hergestellt 
wurden. 


Versuchsanordnung: Herstellung der Extrakte aus Zellen, die auf Harnstoff- 
medium vorgezogen worden waren, s. 8. 174. 


5 ml des zellfreien Extraktes in Phosphatpuffer (pq 7,0) wurden mit Harnstoff 
zur Kndkonzentration von 0,02 Mol und einer Spur Mg++ versetzt. Analyse auf 
NH,* nach 24 Std. 


Parallelansitzen wurden nach Ende der 15stiindigen Versuchszeit 1,5 ml Soja- 
bohnenextrakt zugesetzt. Analyse nach 15 + 8 Std. 


Tabelle 6. Ammoniakbildung aus Harnstoff durch zellfreie Hatrakte 


Werte in Klammern: nach Zusatz von Sojabohnenextrakt. Mittelwerte aus je 
2 Ansatzen 


NH,-N aus 


NH,-N ohne NH,-N aus ae 
a uteieas Ha rnstoff ae Harnstoft a eee + tan 
(10-* mg) (10-* mg) - (10-* mg) 4 
Endomycopsis 258 3058 3048 “ 
vernalis . . . (484) 7,0 (3230) 7,46 (3280) 7,52 
; nae 120 88 105 5 
i 0 Q! 
Torulopsis utilis (515) 6,85 (3110) 6,9 (3090) | 6,95 
Bere 70 65 eo 
e > > ~ 6, 
Willia anomala (354) 6,96 (2970) 6,96 (3050) 98 


Wie Tab. 6 zeigt, 148t sich auch bei den Ansiatzen mit zellfreien Ex- 
trakten wiederum nur fiir Endomycopsis eine Harnstoffhydrolyse fest- 
stellen, hingegen nicht einmal in Spuren bei Torulopsis und Willia. 
Die positiven Ergebnisse bei Endomycopsis beweisen auch, daB die nega- 
tiven Befunde bei Willia und Torulopsis keinesfalls auf methodische 
Mangel zuriickzufiihren sind. Anzucht des Versuchsmaterials, Vor- 
bereitung und Durchfiihrung der Versuche erfolgten bei allen drei Organis- 
men in villig gleicher Weise. Eine Ureasehemmung bei Torulopsis und. 
Willia wird, ahnlich wie in den Versuchen von Tab. 3 u. 4 (s. 8. 178 f.), 
durch die Parallelansatze mit Sojaextrakt-Zugabe ausgeschlossen. Selbst 
eine geringe Ureaseaktivitat von Torulopsis und Willia hatte sich durch 
einen Anstieg des NH,-N im Ansatz bemerkbar machen miussen, 


Wir kommen damitzwangsliiufig zum Schlusse, dap bei gewissenOrganismen 
die Assimilation des Harnstoffes, im Gegensatz zu der allgemein vertretenen 
Meinung (s. 8.173), nicht auf dem Wege tiber eine einleitende, durch Urease 
bewirkte Abspaltuug von Ammoniak vonstatten geht. 
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F. Untersuchung der Ammoniakproduktion 
in Oberflichenkulturen 


Bei den in Tab. 1 wiedergegebenen Kulturversuchen hatte sich gezeigt, 
daf in Harnstoffkulturen von Torulopsis und Willia in den ersten Tagen 
kein Ammoniak im Nahrmedium nachweisbar ist, obgleich die Organis- 
men auf Kosten des als N- Quelle gebotenen Harnstoffes kraftig wachsen. 
Erst nach 96 Std Kulturdauer (bei Torulopsis nach 145 Std!) tritt Ammo- 
niak auf. Ist dieses Ammoniak, wie wir vermuten, ein Produkt des Abbaus 
zelleigener N-Verbindungen bzw. von Autolysevorgingen, wie sie in altern- 
den Kulturen auf den verschiedensten N- Quellen regelmabig festgestellt 
werden kénnen, oder wird am Ende doch auch bei Willia und Torulopsis 
in gewissen physiologischen Zustainden eine Urease wirksam? Fir die 
Beantwortung dieser Frage schien uns die Untersuchung von Kulturen 
zweckdienlich, die zunachst bei reichlicher N-Gabe (also arm an N-freien 
Reserven) vorgezogen und sodann auf kohlenhydratfreie Nahrlésung 
tibertragen wurden. . 

Versuchsanordnung: Endomycopsis, Torulopsis, Willia. 3tagige Vorkultur 
auf WoutsE-Lésung mit 0,6% Harnstoff. Umpflanzung auf neue Nahrlésung ohne 
Saccharose. 

Es geniigt, die Ergebnisse hier kurz zu besprechen, da ein ahnlicher, 
aber erweiterter Versuchsansatz weiter unten (Tab. 7) ausfiihrlicher dar- 
gestellt wird. 

In der Endomycopsis-Kultur zeigte sich, wie zu erwarten war, eine 
sehr starke Ammoniakfreisetzung durch die Tatigkeit der Urease 
(12,10 mg NH,-N nach 15 Std). Der px-Wert der Nahrlisung ging bereits 
nach 13 Std in den alkalischen Bereich (8,2); die Kulturschale ent- 
wickelte einen starken Ammoniakgeruch. 

Nach 24stiindiger Versuchsdauer war das Pilztrockengewicht je Kul- 
turschale von 145,5 auf 104,5 mg abgesunken. Der Gesamt-N des Pilzes 
hatte von 11,4 auf 6,43 mg abgenommen. Diese Abnahme setzte aber 
erst nach 13 Std Versuchsdauer ein. Von diesem Zeitpunkt an muB man 
also, beim Fehlen auBerer und nach Erschépfung der inneren C- Quellen, 
mit einem starken Abbau zelleigener N-Verbindungen bzw. mit Auto- 
lysevorgiingen rechnen, was nicht ausschlieBt, daB diese auch schon 
friher in gewissem Umfange einsetzen. 

Allerdings zeigten auch die Kulturen von Torulopsis und Willia NH,-N 
in der Naihrlésung: Torulopsis nach 5 Std 0,96 mg, nach 13 Std 2,55 mg; 
Willa 0,23 mg nach 5 Std, 0,98 mg nach 13 Std. Stammt dieses Am- 
moniak aus autolytischen Abbauvorgiingen oder aus einer Harnstoft- 
spaltung ? 

Da die Ergebnisse dieser Versuche in Widerspruch stehen mit den in 
Tab. 5 dargestellten, bei denen ruhende Zellsuspensionen von Torulopsis 
und Willia keine Ammoniakbildung auf Harnstoffsubstrat zeigten, 
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priiften wir das Zellmaterial unseres jetzigen Versuches nochmals ent- 
sprechend dem Versuch von Tab. 5 auf Ureaseaktivitat. 


Versuchsanordnung: Je eine Kultur von jedem Organismus wurde geerntet, 
gewaschen, zentrifugiert, in 15 ml Phosphatpuffer (pq 7,0) unter Zugabe von Mg++ 
mit 0,02 Mol Harnstoff inkubiert. Zur Kontrolle dienten Parallelansitze ohne 
Harnstoff. 


Die Ergebnisse waren auch hier die gleichen wie in Tab. 5. Bei Toru- 
lopsis und Willia lieB sich kein Unterschied der Werte des NH,-N zwischen 
den Ansatzen mit und ohne Harnstoff feststellen, waihrend Hndomycopsis 
wie tiblich eine starke Ureasetatigkeit erkennen lie8. Die geringen NH,- 
Mengen in den Oberflachenkulturen von Willia und Torulopsis lassen 
sich also nicht damit erklaren, daB diese beiden Organismen unter den 
betreffenden Versuchsbedingungen ureaseaktiv sind. 

Die bei Torulopsis und Willia beobachteten Unterschiede der Am- 
moniakproduktion bei Oberflachenkulturen und in Suspensionen lebender 
Zellen kénnten méglicherweise auf eine verschiedene O,-Versorgung 
guriickzufiihren sein. Naheren Aufschluf8 hiertiber sollte eine weitere 
Versuchsreihe liefern. 

Versuchsanordnung: 4tagige Vorkultur auf Wottse-Lésung mit 0,69 Harn- 
stoff. Hierauf: 1. Analyse von je 3 Parallelkulturen. — 2. Ubertragung von je 
3 Parallelkulturen auf Woxrsn-Lésung ohne N und ohne C. Aufarbeitung nach 
24 Std. — 3. Ubertragung von je 6 Parallelkulturen auf W6irTsE-Lésung mit 0,6% 
Harnstoff ohne C (Saccharose): a) 3 Parallelkulturen wie iiblich frei an der Luft; 
b) 3 Parallelkulturen in einem mit N,-Gas durchstrémten Exsiccator, der auBerdem 
mit alkalischer Pyrogallol-Lésung beschickt wurde. 

_ Aufarbeitung von a) und b) nach 5 Std. — 4. a) und b) wie 3., aber Aufarbeitung 
nach 24 Std. 

In Tab.7 gibt die Reihe 2 zuniichst die Blindwerte fur die ubrigen 
Versuche, d.h. diejenigen Ammoniak-Mengen, welche bei Fehlen einer 
auBeren N- (und C-) Quelle ins Substrat ausgeschieden werden. Dieser 
NH,-N kann nur aus dem Abbau zelleigener N-Verbindungen stammen. 

Unter den Versuchsbedingungen war nach Uberpflanzung der Organis- 
men auf C-freies Medium nur mehr ein geringes Wachstum zu erwarten. 
Tatsichlich zeigt in allen Fallen das Pilztrockengewicht innerhalb von 
24 Std sogar eine deutliche Abnahme; lediglich bei Willia ist nach 5 Std 
(Reihe 3) eine kleine Substanzzunahme feststellbar. Hand in Hand mit 
dem Abbau von Zellsubstanz geht die Freisetzung von NH,-N. Ihr Aus- 
maf ist von Versuch zu Versuch sehr verschieden. 

Bei Endomycopsis tritt eine starke Harnstoffspaltung ein, die sich in 
einer NH,-Anhaufung und in deutlicher Alkalisierung des Nahrmediums 
auBert. Vorhandensein oder AusschluB von O, (Reihe 3a, b, 4a, b) sind 
dabei erwartungsgem&B ohne Wirkung. 

Anders bei Torulopsis und Willia. In den O,-freien Versuchen wird 
yon Torulopsis nach 24 Std der NH,-Blindwert der Kontrolle knapp 
erreicht, bei Willia ein wenig tiberschritten. Dagegen zeigen die aeroben 
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Tabelle 7. Vergleich der Ammoniakbildung im Nahrmedium von normal und ohne O, kultivierten Kulturen nach Umpflanzung auf Ndhr- 


lésungen ohne C-Quelle. 
Alle Werte sind aus je 3 Parallelansitzen gemittelt. Der Gesamt-N in der Nahrlésung betrug zum Zeitpunkt der Umpflanzung 26,6 m 
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Versuche schon nach 5 Std 
hohere Werte des NH,-N 
als die anaeroben Paral- 
lelen; nach 24 Std ist er 
noch weiter angestiegen. 
Ks ist bei der NH,-Bildung 
von Torulopsis und Willia 
im Zustand des C-Hungers 
also ein deutlicher EinfluB 
der O,-Versorgung feststell- 
bar. Das ist ein weiterer 
Hinweis dafiir, daB die 
NH,-Ausscheidung nicht 
auf ureatische Harnstoff- 
spaltung, sondern auf Ab- 
bauvorginge N-haltiger 
Zellbestandteile —_ zuriick- 
geht, es sei denn, da man 
eine bisher in keiner Weise 
belegte Form einer O,-ab- 
hangigen Harnstoffspaltung 
annimmt. 

Die Ursachen fiir die 
quantitativen Unterschiede 
der NH,*+-Ausscheidung bei 
Willia und Torulopsis in 
Abhangigkeit von der O,- 
Versorgung brauchen hier 
im einzelnen nicht er- 
ortert zu werden. Am 
nachsten liegt wohl die An- 
nahme, daB in Aerobiose 
zunichst noch eine gewisse 
Assimilation von  exoge- 
nem N_ stattfindet, die 
dann von einem verstirk- 
ten Abbau von Amino- 
sduren oder anderen N- 
Verbindungen in der Zelle 
bis zu den Endstufen ab- 
gelést wird, sobald die 
verfiigbaren C-Reserven 
verbraucht sind. 
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G. Zum Abbau von Arginin und Allantoin 


Arginin wird durch das von Kossxt u. DaxKrn (1904) entdeckte Enzym 
Arginase durch hydrolytische Aufspaltung des Guanidinrestes unter 
Bildung von Harnstoff und Ornithin abgebaut (s. zusammenfassende 
Darstellung in Horrmann-OsrEnnor, S. 275ff. 1954). Die Arginase ist 
im Pflanzen- und Tierreich weit verbreitet. 


HOOC - CHNH, - CH, -CH,- CH, “72° HO0C - CHNH, - CH, - CH, -CH,NH, 
Arginin + H,0 — Ornithin 
| NH 
C 
Jw + H,N-CO-NH, 
H.N NH Harnstoff 
Das bei der Umsetzung von Harnsiure im tierischen Organismus entste- 


hende Allantoin (Glyoxyldiureid) ist seit langerer Zeit auch aus demPflan- 
zenreich bekannt (vgl. StrrecER 1913, der auch noch altere Befunde iiber 
Allantoinvorkommen in Pflanzen anfiihrt). Neuerdings ist das Allantoin 
als ein N-Speicher im Pflanzenreich erkannt worden (vgl.u.a. MorHEs 
u. ENGELBREOCHT 1952, 1954). Es wird durch das Enzym Allantoinase 
in Allantoinséure (PRZYEECKI 1926; Zusammenfassung bei Horrmann- 
OstTENHOF, 1954, S. 272) und diese durch ein zweites Enzym, die Allan- 
toicase, in Glyoxylsdéure und zwei Molekiile Harnstoff gespalten : 


NH—CH—NH NH—CH —NH NH, CH,OH NH, 


| Allantoinase | | Allantoicase | | 


| 
CO co ———- CO CO ————-. CO CO 
| | | | | | 
NH, CO—NH NH, COOH NH, NH, COOH NH, 
Allantoin Allantoinsaure Harn- Gly- Harn- 
stoff oxyl-  stoff 
saure 


Da sowohl Arginin als auch Allantoin tiber Harnstoff abgebaut 
werden, interessierte uns die Frage, ob unsere drei Versuchshefen diese 
Verbindungen bei der Darreichung als N- Quelle itber die Harnstoff- und 
letztlich dann iiber die Ammoniakstufe nutzen. Hierzu seien anhangs- 
weise im Zusammenhang mit den in dieser Arbeit dargestellten Ergeb- 
nissen einige Befunde mitgeteilt. 

Alle drei Versuchsorganismen wuchsen auf der WOuTJE-Lésung mit 
Arginin (l-Argininhydrochlorid, Merck) oder Allantoin (Merck) als 
alleiniger N-Quelle sehr gut, wenn diese Substanzen in einer zu 1% 
sparagin N-aquivalenten Menge gegeben wurden. 

In Ansitzen mit Trockenpulverpraparaten von Endomycopsis, Toru- 
lopsis und Willia wurde weiters die NH,*+-Freisetzung aus Arginin und 
llantoin gemessen. 


Versuchsanordnung: 50 mg Trockenpulver in 10 ml Phosphatpuffer (px 7,0) 
mit 0,05 Mol Arginin bzw. Allantoin. Zugabe von ATP und Mg++. 
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Wie Tab. 8 zeigt, spaltet nur Endomycopsis aus beiden Verbindungen 
Ammoniak ab, wahrend der NH,-N in den Ansatzen mit Torulopsis und 


Willia den Blindwerten der Kontrollen entspricht. 


Tabelle 8. NH,-N nach 22stiindiger Einwirkung von Trockenpulver 
auf 0,05 mol Arginin- oder Allantoinlésung 
Mittelwerte aus je 2 Ansatzen 


NH,-N aus | NH,-N aus | _ %s NH,-N aus NH,-N aus 
Arginin | Allantoin | NHe-N aus Arginin Allantoin 
Trecken- ohne ohne Trocken- (| Jand- mit End- mit End- 
pulvet Trocken- Trocken- poke: “ge PH Trocken- | PH | Trocken- PH 
von pulver pulver pens ne pulver pulver 
(10-* mg) | (10-*mgy | “0% ms (10-* mg) (10-* mg) 
1 
Endomy- | 
copsis 49 170 347 6,91 1600 6,96) 1025 7,20 
vernalis 
Torulopsis| 49 170 | 105 |6,76| 145 |6,50| 225 | 7,2 
utilis | | 
Willia 49 170 210 6,93 236 6,80 350 7,20 
anomala 


Beim Argininabbau durch Endomycopsis-Trockenpulver kommt 
nach der Spaltung in Ornithin und Harnstoff genau so wie in den Harn- 
stoffansitzen die Urease zur Wirkung, so da wir die hohen NH,-N- 
Werte in der Reaktionslésung erhalten. Anders liegen die Verhiiltnisse 
bei Torulopsis und Willia. Im Mycel beider Organismen la®t sich Arginin 
als freie Aminosadure papierchromatographisch nachweisen. Wenn beide 
Organismen auf Arginin gut wachsen, so muB auch eine Umsetzung von 
Arginin stattfinden. Es ist aber keine Ammoniakbildung nachzuweisen. 
Die Nutzung des Arginins kann also nicht wie bei Endomycopsis bis zur 
Ammoniakstufe fiihren. Das beim Argininabbau gebildete Ornithin 
konnte in Trockenpulveransitzen von Torulopsis und Willia papier- 
chromatographisch nachgewiesen werden. Der Stop scheint also auch 
hier wieder bei der Verarbeitung des Harnstoffs zu liegen, eine indirekte 
Bestatigung unserer friiheren Versuche mit Harnstoffsubstraten. Diese 
Hinweise mégen vorliufig geniigen, um zu zeigen, daB unter gleichen 
Bedingungen unsere Versuchsorganismen auch bei der Nutzung des 
Arginins verschiedene Wege der Verarbeitung gehen, die durch das Vor- 
handensein baw. Fehlen der Urease bedingt sind. Hieriiber soll spater 
ausfihrlicher berichtet werden. 

In den Ansa&tzen mit Allantoin fanden wir nach 22 Std Reaktions- 
dauer bei Hndomycopsis papierchromatographisch etwas Harnstoff. Wir 
kénnen schlieBen, daB bei diesem Organismus sowohl die Allantoinase 
als auch die Allantoicase aktiv werden, die dann die Voraussetzung fiir 
den Angriff der Urease sind (s. Tab. 8). Auch bei Torulopsis und Willia 
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k6nnen wir eine Aktivitat der allantoinabbauenden Fermente annehmen. 
Diesen Schlu8 1a8t einmal das Wachstum dieser Organismen auf Allan- 
toin als N-Quelle zu, zum anderen die auch hier feststellbare Ver- 
mehrung des Harnstoffs in der Reaktionslésung. Das Nichtauftreten von 
NH,-N (abgesehen von den Blindwerten) steht wiederum in Parallele 
zu unseren Befunden iiber die Abwesenheit der Urease in diesen Organis- 
men. Es mu& also bei ihnen, wie beim Harnstoff, auch fiir Arginin und 
Allantoin ein Weg der Nutzung angenommen werden, der keine Urease- 
aktivitat voraussetzt. 5 

Kin anderer Versuch sollte klaéren, ob in Trockenpulveransatzen von 
Torulopsis unter O,-Einwirkung aus Harnstoff Arginin oder Allantoin 
NH,-N freigesetzt wird (vgl. hierzu die Diskussion zu Tab. 7, S. 182 ff.). 
Alle Ansatze mit 0,01 mol Lésungen der Substrate in Phosphatpuffer 
(po 7,0) und Mg*+- und Mn*++-Zusatz! wurden 8 Std lang leicht mit 
Bombensauerstoff durchgast. In keinem Fall wurde eine Vermehrung 
des NH,-N iiber die Blindwerte gefunden. Das bestatigt unsere friiheren 
Befunde und die darauf gegriindeten Vermutungen. 


IV. Diskussion 


Bei der vorliegenden Untersuchung interessierte uns weniger die Ent- 
stehung des Harnstoffes (z. B. iber den Kresps-HENSELEIT-Cyclus oder 
andere Wege), als vielmehr die Art und Weise, wie er wiederum in den 
Stickstoff-Stoffwechsel der Organismen einbezogen wird. Seitdem im 
Jahre 1876 MuscuLus zum erstenmal in Bakterien die Urease fand, 
gilt es als feststehend, daB der ,,zunachst wertlose Harnstoff* (GRass- 
MANN u. MULLER) durch Aufspaltung in Ammoniak mittels der Urease 
fiir die Pflanzen wieder nutzbar wird. Die Nutzung des Harnstoffs als 
einer guten N-Quelle fiir viele Mikroorganismen auf diesem Wege ist 
haufig beschrieben worden. Das Ausbleiben der Ammoniakfreisetzung 
aus dem Harnstoffsubstrat wurde bei enzymatischen Untersuchungen 
immer mit dem Fehlen der Urease interpretiert, was fiir den betreffenden 
Organismus als gleichbedeutend betrachtet wurde mit der Unfahigkeit zur 
Harnstoffnutzung. Wir selbst haben fiir unsere Untersuchungen drei 
Wildhefen verwendet (Endomycopsis vernalis, Torulopsis utilis, Willa 
anomala), welche alle auf Harnstoff als alleiniger N- Quelle gut wuchsen, 
diesen also zu assimilieren und zu simtlichen N-haltigen Zellbausteine 
umzuwandeln vermégen. Nur bei Endomycopsis lieB sich aber Urease 
nachweisen. Hier verlauft also die Harnstoffassimilation — wenigstens 
teilweise — auf dem klassischen Wege ttber eine NH,-Abspaltung. Da- 
gegen waren alle Versuche, bei Torulopsis und Willa eime Urease- 
aktivitat nachzuweisen, véllig negativ. Eine entsprechende Angabe von 


1 Mn++ aktiviert nach HELLERMANN u. PerxKrns (1935) die Arginase. 
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Gorr u. WaGner (1932) fiir Torulopsis utilis wird damit bestatigt, 
Weder in wachsenden Kulturen noch in Ansatzen mit ruhenden Zellen, 
mit Trockenpulver oder mit schonend hergestellten Enzymextrakten 
lieB sich bei den beiden letztgenannten Organismen irgendeine Harnstoff- 
spaltung nachweisen. Die stets positiven Ergebnisse in Parallelansatzen 
mit Hndomycopsis sprechen gegen methodische Mangel. Gegen eine 
Hemmung einer eventuell vorhandenen Urease bei Willia und Torulopsis 
sind Versuche anzufiihren, bei denen sofort eine rasche und kraftige 
Harnstoffspaltung beobachtet wurde, wenn das Enzymsystem durch 
Soja-Urease vervollstandigt wurde. 

Eine geringfiigige Ausscheidung von NH,* durch Oberflachenkulturen 
von Willia und Torulopsis erwies sich im Gegensatz zur Ureasespaltung 
des Harnstoffs als O,-abhangig. Sie ist héchst wahrscheinlich auf den 
Abbau zelleigener N-Verbindungen, sicher nicht auf Harnstoffspaltung 
zurickzufiihren. 

Alle diese Befunde fiihren zwangslaufig zur Annahme, dab bei ge- 
wissen Organismen (z. B. Torulopsis und Willia) das Harnstoffmolekil 
als Ganzes assimiliert und fiir die EiweiBsynthese verwendet wird. 

Wie kann man sich nun eine solche Nutzung des Harnstoffs ohne 
vorherige NH;-Abspaltung vorstellen? Unsere bisherigen weiterfiihren- 
den Versuche, in den freien Aminosauren der Zellen Anhaltspunkte fiir 
die primaren Assimilationsschritte des Harnstoffs zu finden, fiihrten 
bisher zu keinem befriedigenden Ergebnis. In Umpflanzkulturen auf 
Harnstoff (und auch in Parallelkulturen auf Ammoniumsuccinat) fanden 
wir zwar erhebliche Konzentrationen an Citrullin unter den freien Amino- 
sduren, jedoch ist damit wenig gewonnen. Es besteht die Méglichkeit, 
dafi man unter den Ureiden primire Produkte der Assimilation des 
Harnstoffs findet. Von hier aus miBten dann Briicken zur Aminosduren- 
synthese bestehen. Versuche mit markiertem Harnstoff, die in unserem 
Institut leider noch nicht méglich sind, hétten vielleicht am ehesten 
Aussicht auf Erfolg. 

Ks sei hier darauf hingewiesen, daf man z. B. bei den Pyrimidinen, 
wobei besonders die Orotsiure als Schliisselsubstanz fiir die Pyrimidin- 
chemie angesehen wird (JOHNSON 1930, u. a.), mit Einbaureaktionen des 
ganzen Harnstoffmolekiils rechnet. Die Synthese von Orotsdure erfolgt 
durch Kondensation von Oxalessigsiure mit Harnstoff und nachfolgender 
Verseifung (R. MULLER 1897, s. a. MrrcaEnn u. HouLanan 1947). 

Ks ist weiter auf eine Stoffwechselreaktion hinzuweisen, bei der Amide 
ohne vorherige Spaltung reagierten. ARCHIBALD (1945) stellte in Leber- 
extrakten die Bildung von Harnstoff aus Glutamin fest, ohne da8 inter- 
mediadres Ammoniak frei wurde. Das harmoniert mit Befunden von 
Leurnarpt (1938, 1940), der enge stoffwechselphysiologische Be- 
ziehungen zwischen Harnstoff und Glutamin feststellte, wobei aber Glut- 
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amin ohne Ammoniakfreisetzung aus Harnstoff und Glutaminsdure ge- 
bildet wird. In beiden Fallen ware also an eine direkte Transamidierung 
Harnstoff = Glutamin zu denken. 

Diese Hinweise mégen gentigen. Es wird deutlich, daB bei der Harn- 
stoffassimilation nicht in allen Fallen der Weg iiber die Abspaltung von 
Ammoniak durch Urease beschritten wird. Darauf aufmerksam zu 
machen, war der Hauptzweck der vorliegenden Mitteilung. 

Die kurz angefiihrten Untersuchungen am Schlu8 des experimentellen 
Teils tiber den Nachweis von NH,-N bei enzymatischen Versuchsansatzen 
mit Arginin und Allantoin als Substrat sind eine Erganzung der Be- 
funde. Der Nachweis der Ureaseaktivitat wird bei Endomycopsis durch 
den Nachweis von Ammoniak auf beiden Substraten erweitert, wahrend 
Torulopsis und Willia Arginin und Allantoin nicht nach dem bekannten 
Schema iiber Harnstoff bis zum Ammoniak abbauen. Die anderen Még- 
lichkeiten des Abbaues von Arginin und Allantoin, die bereits bekannt 
sind, sollen in diesem Zusammenhang nicht erértert werden. Sie sind 
Gegenstand weiterer Untersuchungen mit unseren Versuchsorganismen. 
Erwahnt werden mu8 aber noch eine Arbeit von SHrpara (1904), der 
mit Trockenpulver und Acetontrockenpulver von Aspergillus niger keine 
Abspaltung von Ammoniak aus Allantoin fand. Er kommt zu einem 
Shnlichen Schlu8 wie wir, wenn er schreibt: ,,daB bei der Ausnutzung 
dieser Verbindung fiir die Pilzernahrung keine Abspaltung des Harn- 
stoffs bzw. Ammoniaks erfolgt, sondern die direkte Uberfiihrung etwa 
in Aminosaduren durch anderweitige Ringspaltung stattfindet™ (vgl. a. 
CzaPEK 1901). 

V. Zusammenfassung 

1. Endomycopsis vernalis, Torulopsis utilis und Willia anomala wachsen 
gut auf Nahrbéden, welche Harnstoff als alleinige N- Quelle enthalten. 

2. Auf Harnstoffkulturen ist bei Endomycopsis in den Zellen kein 
Harnstoff nachweisbar, im Nahrmedium dagegen tritt Ammoniak auf. 
Bei Torulopsis und Willia ist Harnstoff in den Zellen gut nachweisbar ; 
Ammoniak wird im Nahrmedium junger Kulturen nicht gefunden. 

3. Endomycopsis ist ureaseaktiv. Dagegen konnte bei Torulopsis und. 
Willia weder in wachsenden Kulturen noch in Enzymansatzen mit 
ruhenden Zellen, mit Trockenpulver oder mit Zellextrakten eine Urease- 
wirkung gefunden werden. Versuche zur Reaktivierung einer eventuell 
gehemmten Urease mit KCN oder Na,S waren erfolglos. Der Harnstoff 
bleibt in den Enzymansatzen mit Torulopsis und Willia unangegriffen 
liegen. Bei Zusatz von Soja-Extrakt wird er sofort vollstandig zu Am- 
moniak abgebaut. 

4. Es wird ein im einzelnen noch unbekannter Weg der Harnstoff- 
assimilation bei Torulopsis und Willia gefordert, der nicht tiber die 
Spaltung durch Urease geht. 
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5. Alle drei Versuchsorganismen wachsen auch auf Arginin und Allan- 
toin gut. Der Abbau beider Substanzen verlauft wiederum nur bei 
Endomycopsis bis zur Ammoniakstufe. 


Die Untersuchungen wurden mit dankenswerter Unterstiitzung der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt. Bei der experimentellen Arbeit hatten wir die 
Hilfe von Fraulein Katrin Axt. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Gottingen) 


Untersuchungen tiber Ernihrung 
und Fruchtkorperbildung von Myxobakterien * 


Von 
EvA-MARGARETE NOLTE 


Mit 5 Textabbildungen 
(Hingegangen am 1. Juli 1957) 


Die erste Literaturzusammenstellung iiber die Physiologie der Myxo- 
bakterien ist in JAHNs umfassender Polyangidenarbeit (1924) enthalten; 
einen weiteren Uberblick geben H. u. S. Krzmrenrewskr (1926) und, 
insbesondere tiber ernahrungsphysiologische Fragen, OnTKER (1953). Die 
zuletzt von OETKER im AnschluB an QuEHt (1906), GrrrLEr (1925) und 
gleichzeitig mit Stvew (1947a) durchgefiihrten Fiutterungsversuche mit 
Bakterien, Hefen und Algen machten es wiinschenswert, noch andere 
Organismen zu verfiittern und dadurch und auf anderen Wegen die 
Bildungsbedingungen der Fruchtk6rper zu klaren. 

Die Fruchtkérperbildung der Myxobakterien ist von Baur (1905), VAHLE (1910), 
JAHN (1915, 1924), Gurrier (1925), KUHLWEIN (1952b, 1953) sowie HESSELTINE u. 
FENNELL (1955) teils auf chemische, teils auf physikalische Ursachen zuriickgefiihrt 
worden. AuBerdem scheinen eigene Stoffwechselprodukte eine Rolle zu spielen. So 
hat Ley (1954) gefunden, daf durch Agar hindurch die eigne Art zur Fruchtk6érper- 
bildung angeregt wird, fremde Arten dagegen nicht; bei Sporocytophagen und 
Oytophagen scheinen umgekehrte Verhaltnisse zu herrschen (‘TCHAN u. GIUNTINI 
1950): Sporocytophaga bildet gegen Sporocytophaga eine hemmende Substanz, gegen 
Cytophagen aber nicht. 

In den nachstehend geschilderten Versuchen sollte vor allem dieser 
Beeinflussung der Fruktifikation durch die eigne und durch fremde 
Arten nachgegangen werden. Untersuchungen tiber den EHinfluB ver- 
schiedener organischer und auch anorganischer Substanzen dienten 
dazu, zunachst einmal einen gewissen Einblick in die Reaktionsweise der 
Versuchsobjekte auf verschiedene Einfliisse zu gewinnen, bevor die 
Hauptfrage nach der stofflichen Grundlage fiir die Fruchtkorperbildung 


in Angriff genommen wurde. 


I. Experimenteller Teil 


A. Versuchsmaterial und -bedingungen 


1. Organismen und Substrate. Die Untersuchungen wurden durchgefithrt mit 
Myxococcus fulvus Cohn (nachstehend meist einfach fulows genannt), IM. stvpitatus 
Thaxter (stipitatus), M. virescens Thaxter (virescens ) und Podangium erectum 
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13* 
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Schroeter (Podangium)!. Fir diese Organismen wurden bei den beschriebenen 
Versuchen stets foleende Naihrbéden benutzt: 

Fiir fulous und stipitatus: Kartoffel-Coli-Agar (= Kart.-Coli-Agar) ; fiir virescens: 
Dextrose-Hefe-Agar (— Dextr.-Hefe-Agar); fiir Podangiwm: Kartoftel-Staphylo- 
coccus aureus-Agar (= Kart.-Staph.-Agar). 

Wenn von Nahragar gesprochen wird, sind immer diese Substrate gemeint. Bei 
allen Versuchen wurden PreBglas-Petrischalen mit einheitlichem Bodendurch- 
messer von 8,8 cm benutzt, die mit 20 em? Nahrboden gefiillt wurden. 

Zur Herstellung von Kart.-Coli- baw. Kart.-Staph.-Agar wurde von 4 Petri- 
Schalen mit 3 Tage alten Bakterienkulturen? der oberflaichliche Bakterienbewuchs 
mit einem Nickelspatel abgehoben, in je 100 cm® eines 2% igen Kartoffeldekokts 
(mit itber Quarz destilliertem Wasser) verrithrt und mit 29% Agar (12 Std gewassert) 
autoklaviert. Der Dextr.-Hefe-Agar ist von Nortn (1950b) ttbernommen worden 
und besteht aus 0,5°% Dextrose’, 0,2°% Hefeextrakt (20% ig), 0,294 Pepton* und 
2% Agar. Spater wurde allen drei Nahrbéden ein 2°, iger Zusatz von 2% igem 
Weizenkeimdekokt (Weiz.) gegeben, durch den das Wachstum gesteigert wurde, 
die Befunde sich aber nicht grundlegend anderten. Die Futterbakterien wurden im 
Flachenausstrich auf Probacitagar in Petrischalen gehalten (2°4 Agar, 1°4 Prob- 
acit®, 1°% Glucose, 19%, Pepton, px 7), und zwar bei 25° C. Die Futterorganismen 
wurden nach Abhebung mit einem Nickelspatel im dekantierten und filtrierten 
Kart.- bzw. Kart.-Weiz.-Dekokt aufgeschwemmt und mit dem Agar autoklaviert. 
Der py-Wert jedes Nahrbodens betrug 6,5—7 (Einstellung mit Bromthymolblau). 
Die Sterilisierung wurde im Autoklaven bei 120° C vorgenommen. Die Bebriitung 
aller Versuche fand bei 25° C im dunklen Thermostaten statt. 

Herkunft der weiteren Futterorganismen. Die Aspergillus-Kultur stammt aus 
dem Mikrobiologischen Institut in Géttingen, ein Teil der Griinalgen, die Phyco- 
myceten, Ascomyceten, Basidiomyceten und die Acrasiee aus dem Pflanzenphysio- 
logischen Institut und ein andrer Teil der Griinalgen und Anabaena cylindrica aus 
der Algensammlung der Botanischen Anstalten in Géttingen. 

Anzucht der Futterorganismen. Die Griinalgen-Vorzuchten erfolgten auf KNop- 
Agar [1 ltr H,O; 18g Agar; 1 g Ca(NO,).; 0,25 g KH,PO,; 0,25 g MgSO,; 0,01 g 
FeCl], die Anabaena-Anzucht auf GmeRLorr-Agar [GuRLorr 1950: 1 ltr H,O; 18 g 
Agar; 0,04 g Ca(NOs).; 0,01 g K,HPO,; 0,025 g MgSO,; 0,02 g Na, SiO, ; 0,003 g Ferri- 
citrat; 0,003 g Citronensiure]. Die Phycomyceten benétigten verschiedene Pepton- 
Malz-Nahrbéden (Phlyctochytrium: 0,5% Pepton, 1% Biomalz, 1,5°% Agar. Saproleg- 
nia und Allomyces: 0,3% Pepton; 194 Biomalz; 1,5° Agar), die héheren Pilze einen 
5% igen Biomalzagar und die Acrasiee einen 0,9% igen NaCl-Agar mit lebendem 
Escherichia-coli-Ausstrich. — py-Wert, Sterilisation und Bebriitung wie oben. 


2. Durchfiihrung der Versuche. Geimpft wurde von 10—20 Tage alten Anzuchten, 
die Versuche selbst wurden iiber 10—15 Tage beobachtet, und zwar erfolgte jeden 
5. Tag eine Revision. Die Angaben in den Tabellen beziehen sich auf die 2. Revision 
nach 10 Tagen. In einzelnen Fallen muBte auch taiglich beobachtet werden. Auf 

' Die Kulturen stammen aus dem Pflanzenphysiologischen Institut in Gottingen 
und wurden schon von Frl. Onrker benutzt. Aus neu untersuchten Boden- und 
Mistproben aus der Umgebung Géttingens und aus Erd- und Termitenhiigelproben 
aus Liberien und Dakar konnten keine anderen Arten isoliert werden. Am hiufigsten 
trat bei simtlichen Ansitzen fulvus auf, stipitatus in geringerer Menge. 

* Simtliche Bakterienstiémme aus dem Mikrobiologischen Institut in Géttingen. 

3 Dextropur der Deutschen Maizena-Werke G.m.b.H., Hamburg. 

4 Witte. 

5 Magai-Gesellschaft. 
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jede Versuchsschale wurden mit der Impfnadel 4 Fruchtkérper gesetzt (Abb. 1); 
meist bildeten 5 Schalen (= 20 Parallelen) eine Testserie. Die Sporen der oe 
tragenen Fruchtk6rper keimten bald zu neuen vegetativen Stabchen aus, die nach 
allen Seiten vordrangen, bis sie sich wiederum zu Fruchtkérpern differenzierten, 
und zwar stets in Ringen angeordnet. Durch Auflésung der toten Futterbakterien 
entstanden im Agar im Umfang der Kolonie lysierte Zonen. Hin solcher sogenannter 
Klarungshof gibt genau den Bereich an, bis zu dem die Stabchen auf ihrer Nahrungs- 
suche konzentrisch vorgedrungen sind. Der 
Fruchtk6rperring fallt aber nie mit dem 
Rand der Lysiszone zusammen, sondern ent- 
steht auf dem bereits von Bakterien befreiten 
durchsichtigen Agar. Bei weiterer Entwick- 
lung beginnt schlieBlich die Autolyse der 
Fruchtkérper. — Der Zuwachs einer Kolonie 
wurde am Durchmesser der Lysiszone ge- 
messen. Die Fruktifikationsintensitat wurde 
in Zahlen ausgedriickt: Ein voll ausgebil- 
deter Fruchtkoérper erhielt die Ziffer 1, seine 
Anlage die Ziffer 2, der vegetative Schwarm 
wurde mit 3 und fehlendes Wachstum mit 
4 bezeichnet. Zwischenstadien wurden ent- 
sprechend mit 4—3, 3—2 und 2-1 bezeieh- Abb. 1. Fruktifikation von Myzococcus 
net, so daB 7 Stufen gegeben waren. julous auf 10% igem Kokosmilch-Zusatz- 
Mitunter war die Entwicklung so lebhaft, nee ici Sivaeereee oe 
daB bei der 2. Revision bereits Autolyse der 10 Tages = CAGE ancedinlasde 
Fruchtkérper eingetreten war. Dann diente Fruchtkérperringe gebildet. 0,5mal 
der Lysiszonendurchmesser indirekt zur Be- 
wertung der Fruktifikationsintensitét, da beide fast immer parallel gehen 
(vel. Abb. 4b, 8. 205). 


B. Ernéhrungsphysiologische Versuche 
Die Ergebnisse des ernahrungsphysiologischen Teils sind in Tab. 1 
zusammengefakt; sie werden nachstehend besprochen. Bei den Amino- 
siuren ist nur die Férderung bzw. Hemmung angegeben (+ schwache 
Forderung, +--+ Forderung, — Hemmung), sonst immer der betreffende 
Fruktifikationsgrad von 4—1 (1 am besten). 


1. Vorversuche 


In Agar- bzw. Gelatine-Stichkulturen bildeten alle vier Versuchsorganis- 
men Fruchtkérper bzw. Fruchtkérperanlagen sowohl im Stichkanal wie auf der 
Oberflache des Nahrbodens auBer Podangium, das im Kanal besser fruktifizierte als 
bei groBerer O,-Zufuhr. Wenn die Bakterien aber in streng anaerober Kultur ge- 
halten wurden, bildeten sie keine Fruchtkérper. Die geringe O,-Menge im Stich- 
kanal war also unerlaBlich. — Wahrend der Agar sich bei keinem der vier Organis- 
men zersetzte, wurde die Gelatine von allen verflissigt. Fir fulvus, stipitatus 
und virescens ergab sich ein Abbau der Gelatine bis zur Albumose, fiir Podangiwm 
bis zum Pepton. 

Aufer durch Gelatine-Verfliissigung werden die proteolytischen Fermente durch 
Caseinabbau gekennzeichnet. In Milchagar bildeten alle vier Myxobakterienarten 
einen durchsichtigen Hof um ihre Kolonie herum, der das peptonisierte Casein 


anzeigte. 
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EinfluB verschiedener Agarsorten: Zur Priifung des Kinflusses ver- 
schiedener Agarsorten wurden die Myxobakterien auf 2% ige Agarplatten geimpft. 
Wahrend pulverisiert gekaufter Agar nur geringes Wachstum zulieB, bildeten sich 
auf Fadenagar (Merck, Darmstadt) einige Fruchtkorperanlagen. Auf Blatt- 
agar! gingen die vegetativen Stadien stets in Anlagen iiber, so daB fiir spaitere 
Versuche mit Nahrstoffzusatz hiervon die beste Fruchtkorperentwicklung Z er- 
warten war. Die optimale Agarkonzentration war 2%, ase ab 0,8°% fand bereits 
Fruchtkérperbildung statt. Auf einem Gemisch von 1% Agar und 5% Gelatine 
wuchsen alle untersuchten Myxobakterien nur heels doch bildete stipitatus 
sehr dicke Faden und firbte sich intensiv orangerot. 

Bei einem Vergleich zwischen Carrageen (3%), Gummi arabicum (60%) 
und Tragant (1,59) wurde nur auf Carrageen Fruchtkérperbildung erzielt, und 
zwar bildete sich lediglich ein einziger feiner, dinner Fruchtkérperring von perl- 
schnurartiger GleichmaBigkeit. 

Als optimale Schichtdicke fiir den meist verwendeten Kart.-Coli-Agar (2%) 
ergab sich eine Héhe von 4—5 mm (25—30 cm* Inhalt bei PreBglasschalen mit 
einheitlichem Bodendurchmesser von 8,8 cm). Im allgemeinen wurde aber bei den 
Versuchen mit 3 mm-Schichten gearbeitet (20 cm’). 


2. Hauptversuche 


a) Fiitterung mit Bakterien (Tab. 1). Versuche mit anderen Futter- 
bakterien als Escherichia coli und Staphylococcus aureus ergaben fiir die 
Fruchtkérperbildung keine grundsitzlich neuen Befunde. 


Aerobacter aerogenes-Zusatz zu Kart.-Agar (Inhalt von 4 Schalen/100 cm’) be- 
wirkte fiir fulvus und stipitatus zwar bessere Fruktifikation als 2. coli, aber die 
Fruchtkérper traten in wellenférmigen Wiilsten auf und waren anomal geformt. 
Ahnliche UnregelmaBigkeiten fand OnrKeR (1953) fiir Podangiwm mit Saccharo- 
myces cerevisiae Saaz. 

Kin Zusatz von Bacterium ferrugineum zu Kart.-Coli-Agar (Inhalt von 4 Schalen 
je 100 cm) ergab bessere Fruktifikation und gréBeren Durchmesser der Lysiszone als 
Kart.-Coli- Agar allein, wihrend ein Zusatz zu Kart.-Agar die gleichen Resultate 
lieferte wie Kart.-Coli-Agar. 


b) Fiitterung mit Algen. Zur Nachpriifung der Oetkerschen Ergebnisse (1953) 
wurden Versuche mit 7 Griinalgen angesetzt. Die Algen wurden nach 4 Wochen 
Anzucht mit einer Impfise in Form von je 4 Rechtecken auf den Agar der Ver- 
suchsschalen ausgestrichen (jeweils 1 Impfése voll, Osendurchmesser = 2 mm). Bis 


auf geringe Unterschiede konnten die Befunde OrrKERS bestatigt werden. Podan-— 
gium verhielt sich sehr ahnlich wie fulvus. 


Um den Algen wihrend der Verfiitterung trotz des nicht nahrenden 
Substrats (reiner Agar) weitere Wachstumsméglichkeiten durch Photo- 
synthese zu geben und diesen HinfluB auf die Myxobakterien zu be- 
obachten, wurde die Halfte der Testschalen mit Algen und Myxobakterien 
in Licht-Dunkel-Wechsel gebracht. Die anderen bleiben in standigem 
Dunkel. Die Unterschiede zwischen Dunkel- und Licht-Kulturen waren 
aber nur gering, und zwar bildeten sich in den Dunkelschalen groBere 
wis se und die Algenzellen waren zum Teil deformiert. Da im 


* Kurt Huss, Kiel, RingstraBe 55 (direkter Japanbezug). 
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Dauerdunkel der Aneuringehalt von Griinalgen ansteigt (GERDES 1951), 
ist auch ein Einflu8 des Aneurins auf die Fruchtkérperbildung moglich. 
Auf lebender Anabaena cylindrica bildeten fulvus und stipitatus Frucht- 
korperanlagen und Fruchtkérper, virescens nur vegetative Zellen und 
Podangiuwm Anlagen. Die Blaualgenzellen wurden dabei nicht zerstort. 
Auf abgetéteter Anabaena zeigte fulvus nur Anlagen. — Wenn die Myxo- 
bakterien neben den Algenausstrich geimpft wurden, bildeten sich nur 
dort Fruchtkérper bzw. Anlagen und nicht auch auf der Futteralge. 


¢) Fiitterung mit Phycomyceten (Tab. 1). Gute Fruktifikation von fulvus 
trat auf Phlyctochytrium spec. (Stamm B 45 J)! ein. Die vegetativen 
fulvus-Stabchen krochen zwar tiber die Futterflocke hinaus, kamen jedoch 
nicht zur Fruchtkorperbildung. Podangiwm wuchs auf Phlyctochytrium 
ebenfalls mit Fruchtkorpern, wahrend OnTker (1953) nur fir einige 
Myxococcen Fruktifikation feststellte. Die teilweise Auflosung des Pilz- 
mycels, tiber die OETKER berichtet, konnte jedoch bestatigt werden. 

Von fulvus wurden ebenfalls Fruchtkérper auf Saprolegnia spec. und 
Allomyces spec. (SV 59)! gebildet. Bei mikroskopischer Kontrolle erwies 
das Mycel von Saprolegnia sich als nicht beschadigt ; das von Allomyces war 
aufgelést, die Dauersporangien dagegen nicht. — Die Einfliisse von leben- 
den und abgetéteten Gaben der drei Phycomyceten gehenausTab. 1 hervor. 


d) Fiitterung mit héheren Pilzen. Auf lebendem Aspergillus niger- 
Ausstrich mit Conidientragern wuchsen die untersuchten Myxobakterien 
nicht einmal vegetativ. Die Versuche konnten daher nur mit abgetotetem 
Material ausgefiihrt werden (Tab. 2). 

Der Futterorganismus wurde dazu auf 30 cm? einer 5% igen Biomalzlésung in 
100 cm?-Erlenmeyerkolben vorkultiviert, das fertig ausgebildete Mycel vorsichtig 
mit dem Nickelspatel in eine Petrischale gebracht, 1/,.Std im Dampftopf auf 
100° C erhitzt und dann gleichmaBig in 100 cm? reinen Agar verteilt. 

Auf diesem Substrat bildete fuluws Fruchtkérper; stipitatus, virescens 
und Podangium brachten Anlagen hervor. Auf der 2- bzw. 3fachen 
Zusatzmenge des Futterorganismus wuchsen fulvus, stipitatus und. vires- 
cens vegetativ, Podangium entwickelte Anlagen. 

Weiter wurde das vegetative Mycel von Fomes fomentarius, Lepiota 
cepaestipes, Merulius lacrymans, Polystictus versicolor und Xylaria poly- 
morpha als Futterquelle gepriift. Wenn die Myxobakterien neben die 
Impfflocken des Pilzes gesetzt wurden, krochen sie nicht an die Pilz- 
mycelien heran (vgl. Blaualgenversuche), sondern breiteten sich unter 
Anlagenbildung auf dem Agar aus. Wenn sie aber auf die Impfflocken 
gesetzt wurden, zerstérten sie ebenfalls in keinem Falle das Mycel. Auf 
lebendem Material wuchsen sie kaum. Die verschiedenen Fruchtk6rper- 


1 Die Stamme wurden freundlicherweise von Herrn Dr. GAmRTNER, GOttin- 
gen, Pflanzenpathol. Institut, zur Verfiigung gestellt. 
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Tabelle 1. Ergebnisse des ernhrungsphysiologischen Teils!. Die Zahlen geben den 


4= 


Fruktifikationsgrad an: 
kein Wachstum, 3 = vegetative Stabchen, 2 
iets Fruchtkbepae 4—3, 3—2, 2—1 = Zwischenstufen 


Futtergabe 


Kontrollezce eee: 
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M. stipitatus| M. virescens 
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Stichococcus bacillaris . . . 


St. mirdbulag ny ois 6) oy 
Scenedesmus naegelit 

Sc. quadricauda 
Hormidium barlowt . 
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? Fiir die fehlenden Tabellenwerte liegen keine Ergebnisse vor. 2 leb. = lebend. 
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Aspergillus niger leb. . 
Aspergillus niger get. . 
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Arginin. . 
Asparagin 
Asparaginsiure 
Cystein . 

Cystin : 
Glutaminséure. . 
Leucin’i-4esatee 
i-Leucin. 
Methionin 
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Tabelle 1 (Fortsetzung) 


‘Podang. 
NOBHN W-Apan 8. 5 - 
Leberdekokt (10-!°9—30%). 
Hipulver (1—2%) . ee 
Hefeflocken (1%) ... . 
verdautes Pepton (0,3%) . 
verdautes Trypton (0,3%) . 
PeptOn (LOG) sacle usb eeaue 
: Pepton+ Glucose (1+0,25° 
. eee Hafermehl (1 as 5%) i 
es. Weizenkeime (1 und 2%) . 
Vitamin E (0,025—0,25%) 

HeterOag xan e wie Geto. 
Kokosmilch (1, 2,4, 10, 20%) 
Hippursaure (0,001—5%) . | 
weiBer Zucker (1%) 
brauner Zucker (1%). . . 
| w.Z. (0,5%) in Norpn-Agar 
b. Z. (0,5%) in Norpn-Agar 
Pellkartoffeln (2—20%) . 


Futtergabe M. fulouus |M. stipitatus| M. virescens 
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Baorg Ca (0,001% Chlorid) ... 

Sub. : Fe (0,003% Chl. bzw. Citrat) 

eS Knochenmeh! (0,1—5%) 
LoBerden(lLo,) iam. oi nen oes 


bo 
| 


Cre ww 


1 Violettfarbung. 


grade der vier benutzten Myxobakterienstamme auf totem Mycel gehen 
aus Tab. 2 hervor. 


e) Fiitterung mit Myxomyceten und Myxobakterien. Die Acrasiee Poly- 
sphondylium violaceum lie kaum Myxobakterienwachstum zu. Fulvus, 
stipitatus und virescens entwickelten Anlagen, Podangiwm blieb véllig 
vegetativ. 

Wenn die Myxobakterien mit Myxobakterien selbst gefiittert wurden, 
ergab sich das schon wiederholt gezeigte Nicht-Ineinanderkriechen der 
eigenen Gattung (QuEHL 1906, JauN 1924, GEITLER 1925), und zwar fiir 
fulvus auf Agar- wie auf Gipsplatten. Besonders deutliche Resultate 
wurden erhalten, wenn der eine von zwei nebeneinander geimpften 
Fruchtkérpern mit Methylenblau gefarbt wurde (Methode nach Voer 
1925 und 1929). Bei Zweiteilung eines Fruchtkérpers und Impfung der 
beiden Hialften nebeneinander erfolgte jedoch keine Abgrenzung der 
beiden neu entstehenden Wachstumsareale, sondern ein Tneinanderlaufen 
der Ringbildung. Die Versuche wurden auf reinem und auf Kart.-Coli- 
Agar mit demselben Ergebnis ausgefthrt. 
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}) Fiitterung mit organischen Substanzen (Tab. 1). Zunadchst wurden 
12 Aminosaduren! untersucht (Tab. 3). 

Die Ergebnisse von Nor&n (1952a) konnten zum Teil bestatigt werden 
(Tab. 4). Glutaminséure, Leucin und Tryptophan forderten am starksten. 
Auferdem erfolgte Forderung bei Zugabe von f-Alanin (im Gegensatz 
zu Norin 1952a), Asparagin, Asparaginsaéure, Cystein und Cystin. Keine 
Forderung ergaben im Gegensatz zu Norin Arginin und Methionin. — 


Tabelle 2. Fruktifikation der Myxobakterien auf héheren Pilzen als Nahrungszusatz 


abgetéter Pilz Fruchtkérperentwicklung vom 5.—25. Tag Mittelwert — 
Fomes M.f.33 33°3—25 3—2; 3-23 23232) 22259 - 2-h he dete 1) 29 
fomentarius M8. 8-25 3=23 2:23 2. 1> 1s tet 2—1 
M33 5 dai o-os Owe oases ae ae ae 3—2 
RE233 B51 OF Os Osos dos Cos OTe Dee 3—2 
hetiee M.j.:3 3 3=23 3-23 2s, 2s 252: 2: 2s Be Qo1s 13-12 2—1 
cepaestipes M.s.3; 3; 3; 3; 3-2; 2-1; 1; 1 2—1 
M O35 35 Sot 3—2 
ROR he 8 ors Vs ea | 2; 
‘Mopaieus M.f.3; 3-2; 3-2; 8-2; 2; 2; 2;2;2;2-1;1 2 
lacrymans M.s.3; 3-2; 3-2; 2; 2; 2; 2; 2; 2; 2 2 
MAIS 135 29 ele t 2 
P0383 ds 33 d=23 d=25 3-23 3-23 G—-8s os 2S 3—2 
Polystictus M.f3 33533 Sp3—2; 2e2; Q-1; 1 3—2 
versicolor 1 Mes yar PB 3 Bey Fes eis SE RD ae | 2 
M.v. 3-2; 3-2 | 3—2 
Pe. 3-2; 3-2; 3-2; 2; 2;232;2;2;2 — 2 
Xylaria Mj. 3; 8-23; 3-2; 3-2; g-2: 2; Q; Ys 2; 23 2RBS wale 
polymorpha 31315151 eal e e " Ajeet 
MM Bede 2s Does tes sel bel ios Vso a) 2—1 
Mv. 3 , aE 3 
LUGO BOs. Os Os Ooae Oe OSes ates oe eee 3—2 


Dem reinen Agar wurden verschiedene Konzentrationen yon Amino- 
sduren zugesetzt. Bei 0,1% Zusatz ohne pxy-Einstellung (Tab. 3) forderte 
nur Leucin, bei Berechnung auf Stickstoff unter Zugrundelegung der 
Konzentration von 0,1% fiir Alanin und px 7,2 kamen noch Asparagin, 
Glutaminsiure und Tryptophan hinzu. Bei Zusatz der auf Stickstoff 
bezogenen Mengen zu Kart.-Ooli-Agar forderten auBerdem f-Alanin, 
Asparaginsiure, Cystein und Cystin. 

Vollige Ubereinstimmung der eigenen Untersuchungen ergab sich beim 
Vergleich (Tab. 4) mit denen von Finck (1950), obwohl 0,001 —0,005 % igen 


' Schuchhardt, Miinchen. Asparagin- und Glutaminsaure von Merck, Darmstadt. 
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Aminosauregaben bei Finck zum Teil 0,1% ige Zusiitze gegentiber- 
standen. Loppeck (1954) fand bei Aminoséure-Einzelgaben fiir fulvus 
keine merklichen Verdnderungen (2 mg-%-Zusiitze), stellte aber bei 
16 Aminosauren Desaminierung durch virescens fest. 


Tabelle 3. Myxococcus fulvus. Wachstum und Fruktifikation auf Aminoséuren. 
Bedeutung der Zahlen: Fruktifikationsgrad (in Klammern Lysiszonendurchmesser 


in Zentimetern). Mittelwerte der 1. und 2. Revision 


rea ee reiner Agar iner Age Cart.-Coli-A gar 
Aminosiiure 4. aie yo neta 
1. B-Alanin . 3 (1,8—3,5) 3 (1,5—1,9) 2 (2,2—4,1) 
2. Arginin : 3 (1,5—2,0) 3 (1,8—1,9) 
3. Asparagin . . 3 (1,8—2,0) 3 (2,0—2,2) 3 (1,8—3,0) 
4. Asparaginsaure . 3 (1,0—1,4) 2 (2,2)—1 (3,9) 
5. Cystein Nahrboden- 3)(155) 3 (1,9)—2 (2,1) 
6. Cystin . ; verfliissigung | 3 (0,7—1,9) 2 (2,1—3,9) 
7. Glutaminséure . 3 (0,3)—2 (0,9) | 3 (2,1)—1 (3,8) 
8. Leucin 3 (2,0—2,6) 3 (1,8) 3 (1,4)—1 (2,6) 
9. i-Leucin . 3) (52) 3 (0,5) 3 (1,4—2,5) 
10. Methionin . eens 3 (0,4—0,5) 3 (0,2) 3 (1,2)—2 (1,2) 
ie Tryptophan. 2.» « . 3 (0,9—1,8) 3 (1,4-2,9) 3 (1,3)—2 (2,6) 
12. Valin dese 3 (0,2—1,0) 3 (0,4—0,7) 3 (1,6)—2 (2,8) 
13. Kontrolle 3 (1,9—3,6) 3 (2,0—2,6) 3 (1,7)—2 (3,9) 


Wahrend nach Norén (1952a) mit Caseinhydrolysat-Lésung! (siehe 
Fliissigkeitskulturen) noch bessere Erfolge erzielt wurden als mit einem 
Aminosiduregemisch, bewirkte ein Zusatz der NoréN-IIT-Salzezuremem 
Agar keine Fruchtkérperbildung, sondern héchstens Anlagen fiir fulows 
(Tab. 1). 

Da HESSELTINE u. FENNELL (1955) einen der Fruchtkorperbildungs- 
substanz ahnlichen Stoff in der Leber annehmen, konnte vermutet wer- 
den, da® dort ein wirksameres Aminosdéure- und Fermentgemisch vor- 
liegt, als es die Caseinhydrolysat-Lésung darstellt. Dem Agar wurden 
daher Rinder- und Schweineleber und Rinderleber-Extrakt (Difco) in 
verschiedener Konzentration und mit verschiedener Vorbehandlung zu- 
gesetzt. 

Dazu wurden bohnengroBe Stiicke von frischer Leber 3/,Std in Kart.- 
Lésung gedimpft und danach die filtrierte Losung dem Agar zugefiigt 
und autoklaviert. Ein Vergleich zwischen Kart.-Ooli-Leber-Agar und 
Kart.-Leber-Agar ergab das fulvus-Optimum eindeutig fir Kart.-Leber- 
Agar. Auf steril filtrierter Leberlosung, die dem Agar kalt zugesetzt 
wurde, gediehen die Myxobakterien tiberhaupt nicht, weder auf Schweine- 
noch auf Rinderleber-Zusatz. 

1 0.25% Caseinhydrolysat (Difco, vitaminfrei) ; 0,25%, Asparagin; 0,19% NaCl; 
0,001% CaCl; 0,2% KsHPO,; 0,01% MgSO,; 0,00019% MnSO,; 0,0003% Ferri- 
citrat. 
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Kin Unterschied zwischen #/, Std heifs (Dampftopf) und 24 Std kalt 
ausgezogener (und dann autoklavierter) Leber war nicht zu erkennen, 
desgleichen nicht zwischen gestiickelter und im Starmix zerkleinerter. 


Tabelle 4. influ verschiedener Aminosduren auf die Fruktifikation der M yxobakterien. 
+ bedeutet stets, daB die betreffende Aminosaure verwertet wurde, nicht immer 
ist eine Férderung damit verbunden. Bei LonpecK (1954) weist + oder ++ auf die 
Intensitit der Desaminierung hin; es ist damit keine Férderung oder véllige Ver- 
wertung gekennzeichnet. f = Myzxococcus fulvus, v = Mysxococcus virescens 


Agatioanuver OXFORD FINCK NoREN OETKER LOEBECK NOREN eigene 
1947 1950 1952a 1953 1954 1955a Befunde 

Adenosin .. . o+ 
B-Alanin. . . . v— |lft+,u-|ft+ v++ v- f+ 
Aroini nie ae meee vu+ f+.f4 v vt f= 
Asparagin .. . o+ |f+.04 v | w+ f+ 
Asparaginsiure . v+ v ) fs 
Citrullinea ene v 
Gysteinmeeme ee v— ir 
Cystinvs e-esme ft+,v- v + f+ 
Cytidinga me | w+ 
Glutaminsaure . o+ |ft+,v-—|ft+.v0+ v v+ f+s 
Giy.cinele een v- f- v+ 
Guanosin .. . v+ 
Eistidim a. ec v+ v+ OPS 
Hydroxy-prolin . v 
Leucine sen - ft+,v—|ft+.v0+ v+ v+ f+ 
I-Leucints . = 4 |} v+ vt {+ 
AD yitid v+ (es v— 
Methionin . . . f+,o+ v+ | vt f- 
Norleucin ... ut 
INOrVvalinivemc. cm. ae 
Oxy-prolin. . . | | o- 
Omnithing ete v 
Phenylalanin . . v+ 
Mages cy, Wd cg V+ v— 
Serine oa. | v+ 
Threonin «3. vt 
Tryptophan . . | f+ v+ v- f++ 
ANahpevtley 6 5 Ge y+ 
Abgoitiel, Go Ae vt+ v+ 
Valin Ser Tene vu+ ee f- 


Das Leber- Konzentrationsoptimum lag zwischen 1,5 und 7,5%, und 
zwar sowohl bei Rinder- wie bei Schweineleber, bei Rinderleber-Extrakt 
zwischen 2 und 10%. Bei groBer Verdiinnung fand sich neben dem ersten 
Maximum ein zweites bei der Dilution D, (= 10-3%), das sich auch bei 
einem Vergleich von Leberlésungs-Zusatz mit Rinderserum-Zusatz 


' Aus dem Hygiene-Institut in Géttingen. 
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(HEsSELTINE u. FENNELL 1955) ergab. Untersucht wurden die Konzen- 
trationen im Bereich von 10-% bis 30° (Abb. 2). 

Kine Steigerung der Leberwirkung durch Glykogenzusatz trat kaum 
in Erscheinung. Die VergréBerung des Lysiszonendurchmessers von fulvus 
war bei Verdiinnung bis zur 3., 4. und 5. Potenz nur geringfiigig (Tab. 5). 

Wie aus Tab. 1 ersichtlich ist, wurden noch weitere eiweiShaltige 
Futtergaben zugesetzt. Einige fiihrten bis zur Fruchtkérperbildung. 
Wahrend mit Heteroauxin 
und Kokosmilch ebenfalls 
Fruchtk6rperforderung er- 
zielt werden konnte, wuchs 
fulvus bei Vitamin E-Zusatz 
nur vegetativ. Auch andere 
Vitamine (OETKER 1953: 
B, C; Lorpeck 1954) schei- 
nen die Fruktifikation nicht 
zu fordern. — Auch mit 
kohlenhydrathaltigen Fut- 
terquellen wurde eine Reihe 
von Untersuchungen durch- 
gefiihrt, von denen die 
Befunde mit Pellkartoffel- 
Zusatz (Pell.) (RoNONENKO 
1937a) einen interessanten 
Vergleich mit dem Grund- 


Abb. 2. Fruktifikation von Myzococcus fulvus auf Kart.- 
Leber-Aygar. Leberzusatz in den Konzentrationen: 


nahrsubstrat (Kart.-Colr- links oben 1,25%, rechts oben 2,5%, rechts unten 7,5%, 


links unten 30%. Etwas verkleinert 


Agar) bieten. 

Zunachst wurde ein normaler Kart.-Coli-Agar einem Pell.-Coli-Agar 
gegentibergestellt, und zwar in den Verhaltnissen der Tab. 6. 

Pell.-Agar erwies sich also nur allein als ungemein fordernd, als Zusatz 
gu Kart.-Coli-Agar (1:1) aber sogar hemmend. In einem weiteren Ver- 
such wurde beobachtet, ob Weiz.-Zusatz den Befund veranderte oder 
nicht. Wieder machte sich der hemmende Einfluf der Zusammenstellung 
von Pell.- und normalem Kart.-Dekokt bemerkbar, und zwar fielen die 
Ergebnisse mit Pell.-Kart.-Coli-Weiz.-Agar um 10—30% schlechter als 
die mit Pell.-Coli-Weiz.-Agar aus. 

Tabelle 5. Myxococcus fulvus. Einflup von Glykogenzusatz auf den Fruktifikations- 


grad im Bereich der Konzentrationen von 2% bis 2 - 10 % mm Kart.-Leber-Agar 
(Leber = 3%). In Klammern Lysiszonendurchmesser in Zentimetern 


a a ee ES 
ee ee 2 | 2D, | 2D» 2Dsz 2D, | 2D, | Kontrolle 
in % a 
ee ee ee ae 
nach 5 Tagen. . 3 3 3 3 3 | 3 | 3 
(2,4) (1,9) 2,9) (3,6) (3,5) (3,5) (3,0) 
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Die héchste Fruktifikationssteigerung wurde mit Weizenkeimdekokt 
(Weiz.) erreicht!. Fiir fulvus und stipitatus ergab sich optimale Frucht- 
kérperbildung bei 1- und 2% iger Weiz.-Gabe. Selbst die Kontrolle mit 
Kart.-Coli-Agar stand hinter diesem Ergebnis zuriick, so daB die fruktifi- 
kationsphysiologischen Versuche spaiter mit Kart.-Coli-Agar + 2% igem 
Weiz.-Dekokt durchgefiihrt wurden. 


Tabelle 6. Myxococcus fulvus. EinfluB von Kart.-Coli- und Pell.-Coli-Agar auf den 
Fruktifikationsgrad bei verschiedenen Proportionen der Kart.- bzw. Pell.- und Coli- 
Mengen. Mittelwerte der Lysiszonendurchmesser aus je 24 Parallelen in Prozent 


Kart.: Colt | 1:1* 


Kart.-Coli|+100] +10] +40] +35|—15|—50| +15| —5 | +2 |—55 
Pell.-Coli_ | +20} —30| —30 | —80 | —80 | | +100 


* 1:1 entspricht dem Verhaltnis 2:4 des Grundnahrbodens Kart.-Coli 


gq) Fiitterung mit anorganischen Substanzen. Die Befunde sind ebenfalls 
aus Tab. 1 ersichtlich. 


h) Flissigkettskulturen. SchlieBlich sollte ein fliissiges Medium gefunden 
werden, in dem die Myxobakterien standig wachsen, nicht nur wahrend 
weniger Passagen. 


Folgende Fliissigkeitskulturen ergaben nur vegetatives Wachstum 
({ = fulvus, s = stipitatus, v = virescens, P = Podangium): 


Dextr.-Hefe-Losung (Konzentration wie Agar). .......... f, v 
Rohrzucker-Lésung (Konzentration wie Agar)... ........ f, v 
Glaswollewasser nt OIE AS Gee m, “aS fo..8; Viale 
Coli-Suspension (2—10 mg #.c. -+ 8 em’ H,O). ; nous 216 Ielou tae 
Staph.-Suspension (5 Petrischalen/100 em? H,O). . ..... 2.2. ~. ay Fi 
Kart.-Coli-Losung (Konzentration wie Agar) ........... fF 
Vose-Peptenlosung’0,0/4,04) sles ee Y. isis 9) Sora ous’ ace Pi 
MOSHI bepton losing) 0.6/0; 6 Sasser cst se incite ae nn a 8&0, & 
ose Ceptonlésung 0,1/6,04 sg sn son ee sauly aocy bs Oe ace 


Anlagenbildung wurde erzielt in: 
Tryptonwasser (Difco; 0,59 T. +- 0,19% Agar) ee ee er 
Peptonwasser (Difco; 0,5% verdautes Pepton + 0,1% Agar)... . . f 


Kart.-Wasser (2%) . P 
Norin I1I-Lésung® . rear rash cs aMremPel tied Desi eiirtwAli La oe ee ap 8, USE 
Athum-Lésung (Yosutt 1926, 5%) =. . Wilda eel seen | 
Daucus-Losung (Yosuir 1926, 5%) . Me ee. ey a Es ca. 8 
Kart.-Lusung (Y suit 1926, 59%) WN el a i ee ee ye 


' Dr. Ritter u. Co., Kéln-Deutz, und Keimdiit-G.m.b.H., Augsburg. 
*0,6% Pepton + 4,0% Rohrzucker + 0,1% MgSO, + 0,1% K,HPQ,. 
*0,6% Pepton + 0,6% Rohrzucker + 0,1% MgSO, + 0,1% K,HPO,. 
*0,1% Pepton + 4,0% Rohrzucker + 0,1% MgSO, + 0,1% K,HPO,. 
5 RipPEL u. LEHMANN (1937). 

6 Nor@®N (1952a), vgl. S. 199, FuBnote 1. 
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Yosuit-Peptonlésung 0,6/4,0 


TRE PeMbay A: MUS eich iets men dose otek bi, f 8, 
Seeger epronvosun®.0, 6/0615 nent cab) oye ste eG ae vw we wh ws f : 
Paosuirnbeptonlosune, 0, U/40Qsteme een. Mees ga ch eee ee a ie HD 
Peostmokeptonlosume OniO/Gresename. < «woe ee a wen sre ee a v 


Die gute Wirkung von 2%igem Kart.-Dekokt auf Podangiwm bestatigt den 
Befund Orrkers (1953). 


Fruchtkérper traten auf in: 


Golt-Suspension (Konzentrations.0.). . . .... 1. 4 +e ee i 
eee ASSOTC (20/4) Memmi me Matt PE ce a karo teast Pesce ie ehh Se iy DG 
MONEE Ne LIC IOStn Or ets SAGER Ese ss SES fat ete see es t 
Mecucisabosumps(YOSHiT 1926, 5°, )ma..) JPeigiaaek Sestie wet et f 
Bead OUOSUn (MOSHI 20,100) pee oul Men neat ous) les Gal ey eh sk f 
Peostirebeproniosung O51/),615 ho tere MOT ears Ac Ge De f 


Mehrere Passagen lieBen sich jedoch bisher in keiner Flissigkeitskultur erzielen. 


Zusammenfassend kann gesagt werden, daB die einzelnen Futter- 
gaben die Fruktifikation der Myxobakterien in verschiedener Weise be- 
einfluBten. In vielen Fallen, besonders bei dem stets leicht fruktifizieren- 
den fulvus, wurde eine Entwicklung bis zur Fruchtkérperausbildung 
erzielt. 


C. Fruktifikationsphysiologische Untersuchungen 


Aus den bisherigen Darlegungen kann geschlossen werden, daB zwar 
eine Férderung bzw. Hemmung der Fruktifikation durch die Futter- 
quelle méglich ist, daB die Bildung der Fruchtkérper aber nicht wesent- 
lich durch Substrateinfliisse zustande kommt, sondern durch endogene 
Faktoren. Von den Fruchtkérpern selbst scheint ein Reiz auszugehen, 
durch den die vegetativen Stadien zur Bildung neuer Fruchtkorper ver- 
anlaBt werden. Diese Beeinflussung diirfte chemischer Natur sein. Es 
wurde deshalb versucht, eine Bildungssubstanz in den Fruchtkorpern 
selbst nachzuweisen, und zwar mit Hilfe verschiedener indirekter Metho- 
den, bei denen die Zunahme der Fruktifikationsintensitat gemessen 


wurde. 


1. Durch Aufimpfung eines Kreises bzw. Halbkreises von Frucht- 
kérpern um einen gleichzeitig aufgeimpften einzelnen Fruchtkérper 
herum (oder Aufimpfung zweier einander gegentiberliegender Frucht- 
kérper im Abstand von 2 cm) auf noch unbewachsenen Agar wurden 
weder der innere noch die auBeren Fruchtkérper gefordert; die weitere 
Fruktifikation verlief véllig normal, irgendeine Beschleunigung bei der 
Bildung neuer Fruchtkérper trat nicht auf. Die Durchmesser der lysierten 
Zonen hatten stets denselben Mittelwert wie die der Kontrolle. Wenn bei 
diesen Versuchen zwischen zwei Fruchtkorper ein Stiickchen eines sterilen 
Deckglases eingesetzt wurde, anderte sich das Ergebnis dadurch nicht. — 
In anderen Versuchen mit 2 Fruchtkérpern wurde der zweite Frucht- 
kérper nicht gleichzeitig mit dem ersten, sondern erst nach 10 Tagen 


204 Eva-MArGaRrETE NOLTE: 


aufgeimpft. Der spater eingesetzte wurde nun vom ersten derart ge- 
fordert, daB er ihn in der GréBe des Lysiszonendurchmessers sogar 
einige Male iiberholte, in bezug auf die Fruktifikationsintensitat der bei 
der 2. Revision neu gebildeten Fruchtkérper jedoch immer. Diese Tat- 
sache erscheint verstindlich, wenn die Myxobakterienfrucht- 
kérper innerhalb von 10 Tagen eine Substanz bilden, die die 
Entstehung neuer Fruchtkérper fordert. Bei gleichzeitiger Ein- 
impfung ist diese Substanz offenbar zunachst noch nicht vorhanden, so 
daB keine Férderung der Fruktifikation auftritt. 

Wahrend auf reinem Agar die ersten Fruchtk6rper 10 Tage vor den zweiten 
Fruchtkérpern eingesetzt werden muBten, geniigten dafiir bei Kart.-Coli-Weiz.- 
Agar schon 1—5 Tage. Auf dem nihrstoffreichen Agar ergaben mehrfach wieder- 
holte Versuche das Optimum der Férderung von fulvus durch die am 1., 2. und 
3. Tage nach AusgieBen des Agars (1/5, 2/5, 3/5) eingesetzten ersten Frucht- 
kérper. Tab. 7 gibt hierzu aus 12 Parallelen die Prozente der Mittelwerte der Lysis- 
zonendurchmesser an. 


Tabelle 7. Myzxococcus fulvus. Hinfluf zeitlich verschiedener Impfungen auf die 
Lysiszonendurchmesser in Prozent der Zunahme der Lysiszonendurchmesser 


zeitliche Impfab- 
stiinde der beiden 5/51 4/5 3/5 2/5 1/5 0/5 
Fruchtkérper 
Lysiszonen 
in Prozent 100 +0 +12,5 +2,5 +20 —1,25 


* Erste Zahl: Impftermin fiir den ersten Fruchtkérper, zweite Zahl: Impftermin 
fiir den zweiten Fruchtkérper in Tagen nach AusgieBen des Agars. 


Da hier stets ausgebildete Fruchtkérper vorlagen, konnte die Fruktifikations- 
intensitét nur nach dem GréBerwerden des Lysiszonendurchmessers beurteilt 
werden. Die Anzahl der Fruchtkérper hingegen sagt nichts iitber die Férderung 
bzw. Hemmung aus (vgl. Autolyse im methodischen Teil). Das gilt fiir alle Versuche 
dieses Abschnittes. 

Die jeweils nach 5 Tagen in die Schalen eingesetzten zweiten Frucht- 
kérper keimten aus und bildeten in 10 Tagen wieder gut ausdifferenzierte 
Fruchtkérper, waihrend aus den zuerst geimpften Fruchtk6érpern nur 
Anlagen entstanden. 

Der Einflu8 von fulvus auf fulvus wurde innerhalb von 5 Tagen unter- 
sucht und dabei eine Entwicklungsférderung festgestellt, wenn der erste 
Fruchtkorper 2—4 Tage vor dem zweiten Fruchtkérper eingesetzt wurde. 
Bei stipitatus und bei Kombinationen von fulvus mit stipitatus wurde nur 
mit den Stadien 4/5, 3/5 und 0/5 gearbeitet. 

Der Kinflu8 von stipitatus auf stipitatus erreichte bei 4/5 bis 15% 
(Abb. 3), bei 3/5 bis 30% und bei 0/5 bis 16% Forderung. 

Fulvus forderte stipitatus bei 3/5 und 0/5 (Abb. 4) bis zu rund 30%, 
wirkte aber bei 4/5 bis zu 25% hemmend. 

Stipitatus hatte auf fulous bei 4/5, 3/5 (Abb. 5) und 0/5 hemmenden 
KinfluB, und zwar bei 4/5 bis 6%, bei 3/5 bis 6,5% und bei 0/5 bis 15%. 
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a b 


Abb. 3. a Myxococcus stipitatus. b Kombination stipit./stipit.; Forderung des Lysiszonendurchmessers 
yon My. stipitatus (unten) durch My. stipitatus (oben) auf Kart.-Coli-Weiz.-Agar bei 4/5. 0,5mal 


a b 
Abb. 4. a Myzxococcus stipitatus. b Kombination fulvus/stipit.; Forderung des Lysiszonendurchmesser 
von My. stipitatus (unten) durch My. fulvus (oben) auf Kart.-Coli-Weiz.-Agar bei 0/5. 0,5mal 


c inati ipi 4 F les Lysiszonendurchmessers 
Abb. 5. a Mysococcus julous. b Kombination stipit./fulvus. ; Hemmung des Ly , 
yon My. fulvus (unten) durch My. stipitatus (oben) auf Kart.-Coli-Weiz.-Agar bei 3/5. 0,5 mal 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 28 14 
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Das Ergebnis (siehe Tab. 8, erste Methode. Die weiteren Erklarungen 
zur Tabelle folgen jeweils bei Besprechung der Methoden) war also in 
jedem Falle eine Férderung der eignen Art. Durch stipitatus wurde fulvus 
gehemmt, wahrend fulvus den Partner stipitatus forderte. 


2. Danach wurde angestrebt, die Beeinflussung der Fruktifikations- 
intensitit auf der Agaroberflache fortzusetzen. Und zwar sollte die 
Diffusion der Fruchtkérpersubstanz durch Cellophanmembranen 
(2,6 - 2,6 em)1, Cellophanringe (@ 2,0 em, Hohe 0,8 cm), durch 
Celluloseester-Membranfilter (@ 3,1 em)?, Filtrierpapier (Rund- 
filter mit @ 4,0 cm), Acetatrohfilm (3,0 - 3,0 em) und durch Agar- 
auflagen (2,2 - 2,2 cm) untersucht werden. 


Die Hohe der Agarauflagen wurde standardisiert durch EingieBen von 20 cm? 
Nahragar in Petrischalen von 8,8 cm Bodendurchmesser; aus diesen Agarplatten 
wurden mit einem Nickelspatel die Auflagestiicke herausgeschnitten. 

Zur Beobachtung einer Aufwartsdiffusion wurden die Versuchsplatten mit 
Hinzelfruchtkérpern beimpft. Nach 3 Tagen wurde jeder Fruchtkérper mit einer 
Membran bedeckt und diese wiederum mit einem einzelnen Fruchtkérper beimpft, 
dessen Weiterentwicklung unter dem EinfluB der durch die Membran diffundieren- 
den Substanzen beobachtet werden sollte. Zur Kontrolle wurden Platten verglichen, 
die unter der Membran keinen Fruchtkérper enthielten, 

In umgekehrter Diffusionsrichtung lagen die Membranen auf dem unbeimpften 
Agar, wurden mit einem Fruchtkérper beimpft und nach 3 Tagen entfernt. An ihre 
Stelle wurden neue Einzelfruchtkérper auf den Agar gesetzt, deren Entwicklung mit 
derjenigen von Kontrollfruchtkérpern verglichen wurde. Diese Kontrollfrucht- 
kérper wuchsen auf Platten, die zwar 3 Tage lang mit Membranen bebriitet waren, 
aber ohne Fruchtkérper auf den Membranen. 

Selbstverstandlich muBte mit den verschiedensten Ergebnissen gerechnet werden 
auf Grund der Unterschiedlichkeit des Membranmaterials, ganz besonders aber bei 
einer Diffusion von unten nach oben, da in diesem Falle die Myxobakterien direkt 
auf der Membran wachsen und fruktifizieren muBten. Ein Optimum an Zeit fiir die 
Diffusion der Fruchtkérperstoffe von unten nach oben lieB sich nicht genau be- 
stimmen. Es schwankte bei Membranfiltern zwischen 5 und 12 Tagen, bei Agar- 
auflagen um etwa 3 Tage. 


Mit Cellophanmembranen (Tab. 8) ergab sich fiir den Einflu8 von 
fulvus aut fulvus bei Abwiirtsdiffusion eine Férderung. Die Hemmung bei 
Aufwartsdiffusion ist durch die schlechte Wachstumsméglichkeit auf 
der Membran selbst zu erkliren. 

Um Aufschliisse iiber die eventuelle Artspezifitat der Substanz zu 
gewinnen, wurden Versuche mit zwei verschiedenen Myxobakterienarten 
angesetzt, und zwar mit fulvus und virescens in abwartsfiihrender Diffu- 
sion, Dabei muBten zwei verschiedene Nihrsubstrate verwandt werden, 
nimlich neben Kart.-Coli-Weiz.- auch Dextr.-Hefe-Weiz.-Agar, um vires- 
cens die entsprechende optimale Wachstumsmdglichkeit zu bieten, Die 
Kombination fulvus/fulvus (der zuerst genannte, obere Organismus wurde 


' Dialysierschlauch von Kalle, Wiesbaden. 
* Membranfilter-Gesellschaft, Gottingen. 
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stets 3 Tage vor dem zweitgenannten, unteren, eingesetzt) fiihrte sowohl 
auf Kart.-Coli-Weiz.-Agar wie auf Dextr.-Hefe-Weiz.-Agar zur Férde- 
rung der unteren Fruchtkérper; ebenfalls wurde virescens durch virescens 
auf beiden Medien angeregt. Bei der Zusammenstellung virescens/fulvus 


Tabelle 8. Férderung (+-) bzw. Hemmung (—) der Fruktifikation bei den verschiedenen 
Kombinationen! von Myxobakterienarten nach 4 Methoden 
Substrat: Kart.-Coli-Agar, in Klammern Dextr.-Hefe-Agar. Der Pfeil weist jeweils 
auf den beeinfluBten Organismus hin. f = Myzxococcus fulvus, s = My. stipitatus, 
v = My. virescens, P = Podangium erectum 


3 2. Methode: Membranversuche mit q 
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1 Die nicht untersuchten Kombinationen (siehe fehlende Tabellenwerte) miissen 
spateren Arbeiten vorbehalten bleiben. Die Vervollstandigung ware zeitlich iiber 
den Rahmen dieser Arbeit hinausgegangen. 

29 = oben, u = unten. 

3s = seitlich. 


trat fulvus-Férderung nur auf Kart.-Coli-Weiz.-Agar ein, auf Dextr.- 
Hefe-Weiz.-Agar hingegen geringfiigige Hemmung. Im umgekehrten 
Falle, also fulvus/virescens, forderte fulvus die virescens-Fruchtk6rper 
nur auf Kart.-Coli-Weiz.-Agar, hemmte sie dagegen etwas auf Dextr.- 


Hefe-Weiz.-Agar. : 
4* 
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Kart.-Coli-Weiz.-Agar verhalf also in jedem Falle zur Forderung, 
Dextr.-Hefe-Weiz.-Agar nur bei Zusammenstellung von Fruchtkérpern 
derselben Art. 

AuBerdem wurden aus dem Material der Cellophanmembranen, dem 
Dialysierschlauch, Ringe von 8mm Hohe(@ 2 cm) geschnitten und senk- 
recht in den Agar gesetzt, um den Diffusionseinflu8 auch in waagerechter 
Richtung zu untersuchen. Um den Cellophanringen gréBere Formfestig- 
keit zu geben, wurden sie iiber Halbringe aus Glas gezogen. Die diffun- 
dierende Substanz konnte dann nur durch die straff gezogene Cellophan- 
wand dringen, die den Durchmesser des Glasringes darstellt. In den 
Mittelpunkt der Halbringe kam ein Fruchtkérper der einen Art, auBer- 
halb der Ringe wurde nach Ablauf von 3 Tagen jeweils ein Fruchtkér- 
per derselben oder einer anderen Art eingesetzt, und zwar in 1 cm Ab- 
stand vom zuerst eingesetzten Fruchtkérper. Bei diesen Versuchsreihen 
(Tab. 8) wurde fulvusaugen von fulvusinnen, stipitatusipnen UNA ViresceNsSinnen 
gefordert. Stipitatusaugen erhielt ebenfalls Anregung durch fulvusinnen, 
stipitatusinnen UNA virescensinnen; Aesgleichen virescenSaygen auf Dextr.- 
Hefe-Weiz.-Agar durch fulvusinnen und virescensinnen. Auf Kart.-Coli- 
Weiz.-Agar machte sich durch fulvusinnen eine geringe Hemmung der 
Fruktifikation bemerkbar, wahrend virescensjnnen auch auf diesem Nahr- 
boden forderte. 

Ein Versuch mit Mem branfiltern (Tab. 8) ergab fiir die Abwartsdiffu- 
sion eine tiberwiegende Hemmung von fulvus durch fulvws. Wenn mit 
dem Abnehmen der Membranen 6 Tage gewartet wurde, trat weder 
Hemmung noch Forderung ein. — Die aufwartsdiffundierende Substanz 


hemmte fulvus ebenfalls. — Bei einem Parallelversuch mit abgetétetem 
fulvus-Material fiel die Hemmung weg, aber ohne daB eine Férderung an 
ihre Stelle getreten ware. — Um die Kombination von fulvus und stipi- 


tatus zu prifen, wurde eine entsprechende Versuchsreihe mit Abwarts- 
diffusion aufgestellt. Fulvus zeigte jedoch keinerlei Férderung oder 
Hemmung. 

Mit Filtrierpapier als Diffusionsmembranen (Tab. 8) wurde nur der 
Kinflu8 von fulvus auf fulvus untersucht. Sowohl bei Abwarts- wie bei — 
Aufwartsdiffusion trat Hemmung der Fruktifikationsintensitét und des 
Lysiszonendurchmessers auf. Die Papiere wurden auf er auf Agar auch 
auf Nor&n III-Lésung gelegt und dort die Aufwartsdiffusion der frucht- 
kérperhaltigen Lésung untersucht. Auch hierbei ergab fuluus Hemmung. 

Als fiir die Membranen dichteres Material, nimlich Acetatrohfilm 
(Tab. 8), gewahlt wurde, kam weder bei abwirts- noch bei aufwiirts- 
gerichteter Diffusion ein me8barer Einflu8 zustande. Auch durch stipi- 
tatus lieB sich fulvus weder anregen noch hemmen. 

Um auch Agarauflagen (Tab. 8) als Diffusionsmembranen zu priifen, 
wurden Kulturen mit 4 Fruchtkérpern beschickt und auf diese nach 
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3 Tagen Wartezeit die Agarstiicke gelegt. Jede Agarauflage wurde sofort 
mit einem Fruchtkérper beimpft. Als Kontrollen dienten Schalen, bei 
denen sich unter den Agarauflagen keine Fruchtkérper befanden. Die 
Versuche wurden nur mit fulvus und stipitatus durchgefthrt. Fruktifika- 
tionsgrad und Lysiszonendurchmesser von fulvus erhielten Anregung 
sowohl durch fulvus wie durch stipitatus, wihrend stipitatus sich selbst 
hemmte und auf fulvus nicht eindeutig reagierte. 

Aus den Befunden der Membranversuche ist zu schlieBen, daB die 
Cellophan- und Agarmembranen fiir das Fruktifikationsstimulans durch- 
lassig sind und da die eigne Art vorwiegend gefordert wird. 


3. In einer weiteren Versuchsgruppe wurde mit Filtraten aus 
Flissigkeitskulturen gearbeitet. Dazu wurde dem Agar direkt ein 
Filtrat zugesetzt, das aus einer mit Myxobakterien bewachsenen Nahr- 
lésung gewonnen und zum Teil mit Hilfe der Vacuumdestillation einge- 
engt worden war. 


Die Vorzucht der Myxobakterien zur Filtratgewinnung erfolgte in 100 cm?- 
Erlenmeyerkolben mit je 50 cm? Nor@n III-Lésung (Nor&n 1952a) bei 25° C im 
dunklen Thermostaten. Die filtrierte Lésung wurde in verschiedenen Konzen- 
trationen mit Hilfe von Zentrifuge und Membranfiltern steril filtriert und direkt aus 
den sterilen Zentrifugenbechern mittels einer sterilisierten Pipette in die Petri- 
schalen gefiillt, der Agar mdéglichst kithl dariibergegossen und auf gute Vermischung 
geachtet. Als Kontrolle dienten Schalen mit Zusatz von reiner Norén III-Lésung in 
den entsprechenden Konzentrationen. 

Fir die Versuche wurde Filtrat 10 Tage alter Fliissigkeitskulturen benutzt. 
Zwischen den Einengungstemperaturen 20° und 40° C war kein Unterschied fest- 
zustellen im Hinblick auf die spatere Wir- 
kung bei 2facher Konzentration.— Das Ver- _ Tabelle 9. Myxococcus fulvus und 
haltnis der zugesetzten Menge des Filtrats My. stipitatus. KinfluB des 2fach 
betrug 0O—5 cm® zu 15 em’ Agar. Dem Nahr- _ konzentrierten fulvus-Filtrats auf 
agar wurden entweder 0 cm? Filtrat-+-5cm* die Fruktifikation bei verschie- 
Norén III-Lésung (als Kontrolle), 1 cm* Fil- denen Zusatzmengen (Mittelwerte 
trat -+- 4 cm? Noran IIT-Lésung oder 5 cm? _—-von je 20 Parallelen). Die Zahlen 
Filtrat + 0 cm? Norén III-Lésung zuge- geben den Grad der Fruchtk6rper- 


setzt. Das ergab die folgenden Fruchtk6rper- bildung an 
intensitaten von fulvus baw. stipitatus auf piles See eee 
fulvus-Filtrat nach 15 Tagen (Tab. 9). Piltrat faleae stipitat. 
Bei Gegeniiberstellung der 2-, 4-, 6-, eae 
8-, 10-, 16- und 20fachen Konzen- ae ok 


trationen des Filtrates ergaben sich 5 39 39 
keine bemerkenswerten Unterschiede. 
20fache Konzentration bewirkte allerdings einen schwachen Abfall der 
Entwicklung von stipitatus auf reinem Agar + 1 em? fulvus-Filtratzusatz 
gegentiber 4facher Konzentration (nur Anlagenbildung statt Anlagen- 
und Fruchtkérperbildung nach 15 Tagen). 

Bei 2facher Konzentration, also Einengung auf die Halfte, wurden alle 
4 Myxobakterien auf allen 4 Myxobakterienfiltraten untersucht. Die 
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einzelnen Fruchtkérper wurden auf Nahragar geimpft, dem je Schale 2 cm* 
Filtrat zugesetzt worden war, der Kontrolle entsprechend reine Nor&n III- 
Lésung. Wider Erwarten férderte nicht immer die eigene Art, so dab 
spater eine natiirlichere Methode als dieser kiinstliche Filtratzusatz ge- 
wahlt wurde (vgl. Kapitel C. 4). —Fulvus wuchs weder auf fulvus- noch auf 
stipitatus-Filtratzusatz, auf virescens-Zusatz nur vegetativ und auf Podan- 
gium mit Fruchtkérpern, die kleiner als bei der Kontrolle blieben (Tab. 8). 
Die Entwicklung von stipitatus blieb auf allen Filtratzusadtzen zurick, 
desgleichen die Fruktifikation von virescens. Nur fiir Podangiwm ergab 
sich eine Férderung durch das eigne Filtrat bis zur Bildung von Frucht- 
kérperanlagen und auch auf fulvus-Filtrat keine Hemmung; auf stipitatus 
und virescens blieb das Wachstum etwas zuriick. 

Als Grund fiir die Hemmung der Fruktifikation durch die Filtrat- 
zusitze kann man wohl eine Giftwirkung der in grofer Menge in die 
Nahrlésung ausgeschiedenen Fruchtkérperstoffe und Stoffwechselpro- 
dukte, vielleicht auch eine Giftwirkung durch die konzentrierte Casein- 
hydratlosung annehmen. 

4. Mit einer direkteren Methode, die etwa der der Fruchtk6érper- 
beeinflussung auf dem Agar entspricht, sollten weitere Ergebnisse erzielt 
werden. Zu diesem Zweck wurde statt des Filtrats eine bestimmte Menge 
abgekratzter Fruchtkérper auf Agar geimpft und nach bestimmter Zeit 
durch Autoklavieren abgetétet. AnschlieBend wurde der Frucht- 
k6érper-Agar dekantiert und nach der Sterilisation in Petrischalen 
ausgegossen. Auf diese Platten wurden je 4 Fruchtkérper gesetzt und 
beobachtet. Wenn die Fruchtkérper auf dem Agar sofort getétet wurden, 
machte sich kaum ein EKinflu8 bemerkbar, so da die Zeit getestet werden 
mute, in der die Fruchtkérper eine geniigende Menge ihrer Substanz 
ausgeschieden hatten. 3 Tage Wartezeit bis zur Abtétung der aus einer 
10 Tage alten Kultur stammenden Zusatz-Fruchtkérper erwiesen sich 
als optimal fiir die fordernde Wirkung von fulvus-Agar, 5 Tage fiir die- 
jenige von stipitatus-Agar auf fulvus-Frachtkérper und 9 Tage fiir die- 
jenige von stipitatus-Agar auf stipitatus-Fruchtk6rper. 

Fir die oben genannte 3tigige Diffusionszeit fiir fulvws-Agar war der 
Inhalt von 3 Schalen fulvws/100 cm? Naihragar zugrunde gelegt worden. 
Wenn die Zusatzfruchtkérper nicht erst nach 3 Tagen, sondern sofort 
abgetétet wurden, war der Inhalt von mindestens 5 Schalen/100 em? 
Nahragar nétig, um eine Wirkung zu erzielen. 

Fir die Messung der optimalen Menge des Zusatzes wurde die Ein- 
wirkungszeit von 3 Tagen fiir fulvus zugrunde gelegt. Das Maximum lag 
bei einem Zusatz von Fruchtkérpern aus 8—16 Schalen fulwus, und zwar 
ergab der Zusatz des Inhalts von 8 Schalen/100 cm den gréBten Lysis- 
zonendurchmesser. Bei 24 Schalen Zusatz trat bereits Hemmung von 
fulvus ein, bei 32 Schalen Zusatz war kaum noch Wachstum festzustellen. 
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: Da bei der Kombination mit virescens (s. u.) auch Dextr.-Hefe-Agar 
fir fulvus benutzt wurde, kénnen iiber den Einflu8 von fulvus auf fulvus 
auf diesem Substrat Aussagen gemacht werden (Tab. 8): Bei Zusatz von 
10 Schalen fulvus-Inhalt/100 em* Dextr.-Hefe-Agar trat deutliche Férde- 
rung auf. So gut wie auf dem gebrauchlichen Nahragar wuchs fulvus 
allerdings hierauf nicht. 

Wenn stipitatus auf fulvus-Agar geimpft wurde, ergab sich eine vor- 
wiegende Foérderung der Fruktifikationsintensitaét, die bis zur vélligen 
Fruchtk6rperausbildung fortschritt (bei 20, 24 und 28 Schalen fulvus- 
Zusatz). Der Durchmesser der Lysiszone war dagegen meist etwas ge- 
hemint. 

Bei Beimpfung des fulvus-Agars mit virescens muBte die Méglichkeit 
schlechter Ergebnisse mit einbezogen werden, da virescens ja auf Kart.- 
Coli-Agar schlecht gedeiht. Auch Versuche auf Dextr.-Hefe-fulvus-Agar 
wurden zum Vergleich herangezogen. Aus beiden Beobachtungsreihen 
ging eine deutliche Forderung von virescens hervor, auf Kart.-Coli-fulvus- 
Agar sogar eine Fruktifikationsgradsteigerung neben der Erweiterung des 
Lysiszonendurchmessers. 

Wenn ein stipitatus-Agar mit fulvus bzw. stipitatus beimpft wurde, 
férderte die eigne Art sich selbst (bei 4, 8, 12, 16 Schalen stipitatus- 
Zusatz), und auch fulvus e:fuhr eine VergréBerung des Lysiszonendurch- 
messers, insbesondere bei 12 Schalen stipitatus-Zusatz. 

Bei Aufimpfung von virescens auf virescens-Zusatzagar ergab sich auf 
Dextr.-Hefe-virescens-Agar eine erhebliche Férderung bei Zusatz von 3, 
9 und 15 Schalen (bis 29% ), auf Kart.-Coli-virescens-Agar bei Zusatz von 
7 Schalen virescens-Material eine Férderung bis zu 20%. — Bei Auf- 
impfung von fulvus auf Kart.-Coli-virescens- baw. Dextr.-Hefe-virescens- 
Agar trat Hemmung ein (vgl. Cellophanmembranen auf Dextr.-Hefe- 
Agar). 

Aus den obigen Versuchen ergibt sich, da alle untersuchten Myxo- 
coceaceen durch Kombination mit der eignen Art eine Steigerung der 
Fruktifikation erfahren. Auch bei der Untersuchung der Gattung Podan- 
gium ergab sich eine Férderung; bei 3 Schalen Zusatz wurde der Lysis- 
zonendurchmesser vergroBert. Bei Zugabe von 9, 15 und 20 Zusatzschalen 
trat jedoch schon Hemmung ein. 

Hieraus ist zu schlieBen, daB die Substanzen, die in den Nahragar 
diffundieren, ihre Wirkung trotz Erhitzung auf 120° C je nach Diffusions- 
zeit und Zusatzmenge positiv oder negativ entfalten. Wie aus der obigen 
Darlegung hervorgeht, wirkte lediglich virescens auf fulvus hemmend. 
Das mag auf die benutzte Zusatzmenge zuriickzufiihren sein. 

Schon Finck (1950) und Kiuiwern (1955) berichten, da sich be- 
sonders bei virescens stets Schwierigkeiten bei Reinkulturen ergeben. Oft 
hort die Fruktifikation ohne ersichtlichen Grund auf; es kommt héchstens 
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zur Anlagenbildung. Um die Wirkung dieser Anlagen zu untersuchen, 
wurde eine bestimmte Menge abgekratzter Fruchtkérperanlagen auf 
Agar geimpft und nach bestimmter Zeit wie bei den Versuchen mit 
Fruchtkérper-Zusatzagar durch Autoklavieren abgetétet. Die Versuche 
wurden mit Zugabe des Inhalts von 6 Schalen fulvus bzw. virescens je 
100 cm’ Nahragar durchgefihrt. Es stellte sich heraus, daB eine 3tagige 
Diffusionszeit bei Anlagenzusatz ohne Wirkung bleibt. Zwischen Anlagen- 
und Fruchtkoérperzusatz ergab sich bei fulvus ein deutlicher Unterschied, 
der besonders als Férderung des Lysiszonendurchmessers durch Frucht- 
kérperzusatz wirksam wurde. Fir virescens war der EinfluB nicht meBbar. 


5. Es schien nun untersuchenswert, ob die Forderung von fulvus durch 
fulvus auch in Erscheinung tritt, wenn Algen auf einem Frucht- 
koérper-Zusatzagar verfiittert werden. Hierzu wurden 16 Griinalgen- 
stamme ausgewahlt. Die hier unter Volvocales aufgefiihrten Griinalgen 
werden in den Tab. 11 und 12 V J—V 2, die Chlorococcales C 1—C 9 
und die Ulotrichales U 1—U 6 bezeichnet. 


Volvocales: 
V1 Chlamydomonas eugametos 2. 11/5c! C8 Scenedesmus obliquus. . . 276/3a 
V2 Chlamydomonas eugametos 3. 11/5d C9 Scenedesmus quadricauda . 276/4a 
Chlorococcales; Ulotrichales: 
C1 Chlorella pyrenoidosa . . . 211/8b U1 Hormidiumbarlowi . . . 335/la 
C2 Coelastrum proboscideum . . 217/38 U2 Hormidium flaccidum . . 335/2a 
C3 Crucigenia apiculata .. . 218/1 U3 Hormidium nitens . . . . 335/83 
C4 Protosiphon botryoides . . . 231/1a U4 Stichococcus bacillaris . . 379/1a 
C5 Pediastrumtetras . . . . . 261/5 US Stichococcus chloranthus. . 379/2 
C6 Pediastrum biradiatum . . 261/1 U6 Stichococcus mirabilis. . . 379/3 
C7 Scenedesmus naegelii. . . . 276/2 


Die 4 Wochen lang in natiirlichem Licht-Dunkel-Wechsel vorgezogenen Algen 
kamen zu je 4 Ausstrichparallelen/Petrischale (Abb. 1 u. 8.193 oberer Text) in 
einer Versuchsreihe auf Nahragar, in einer andern auf fulvus-Agar. Auf die Griin- 
algen-Ausstriche wurden Myxobakterien-Fruchtkérper geimpft und die Schalen 
bei natiirlichem Licht-Dunkel-Rhythmus gehalten, um einen Vergleich mit gleich- 
zeitig angesetzten Algen- und Algen-fulvus bzw. Algen-stipitatus-Schalen zu be- 
kommen. Bei der Herstellung der benutzten Nahrbéden wurde jeweils der Inhalt 
von 4 Myxobakterienschalen als Zusatz zu 100 cm Nahragar gegeben. Bis zur 
Abtétung der Fruchtkérperbeigaben geniigte jeweils eine Diffusionszeit von 3 Tagen. 


Bei einem Vorversuch mit V 2 (Tab. 10) ergab sich auf Kart.-Coli- 
Agar eine leichte Hemmung der Lysiszone (der Kontrolle ohne Algen 
gegeniiber), wihrend auf fulvus-Agar eine Férderung nach 6 Tagen be- 
merkbar wurde. Der Versuch wurde tiglich protokolliert. Die Algen 
gediehen auf dem fulvus-Agar schlechter als auf Algen-Agar, wie ein 
Kontrollversuch ergab. 


' Bezifferung der Pringsheimschen Algensammlung im Pflanzenphysiologischen 
Institut in Gottingen. 
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_ Ein gréRerer Versuch mit allen iibrigen Algen lieferte folgende Er- 
gebnisse (Tab. 11): Auf Nahragar trat auBer durch C I Hemmung des 
Lysiszonendurchmessers von fulvus ein. Aber auch fulvus-Agar + Algen 
+ fulvus brachte keine VergréBerung des Durchmessers. Nur der Frukti- 
fikationsgrad erfuhr durch V J, 0 3,0 4und U 4 eine Steigerung, so daB 
sich auf den genannten Griinalgen alle Anlagen zu Fruchtkorpern aus- 
bilden konnten. 


Tabelle 10. Myxococcus fulvus. Beeinflussung des Fruktifikationsgrades bzw. des 
Lysiszonendurchmessers (eingeklammert) durch V 2 auf Kart.-Coli- bzw. Kart.-Coli- 
fulvus-Agar'. Kontrolle = fulvus auf Kart.-Coli- bzw. Kart.-Coli-fuluus-Agar 


ohne V 2 
Kart.-Coli-Agar Kontrolle ee Bee Kontrolle 
ee 

1. Revision ao (4,2) 2 (1,5) 2 (1,7) 2 (1,7) 
2. Revision 2—1 (2,5) 9-4 (2,5) 2119.6) 2—1 (2,7) 
3. Revision 2—1 (3,0) 2-1 (3,3) 5 Ayed) yee) 
4, Revision 1 (3,4) 1 (3,7) 1 (3,6) 1 (3,6) 
5. Revision 1 (3,9) 1 (4,1) 1 (4,0) 1 (4,0) 
6. Revision 1 (4,2) 1 (4,5) 1 (4,3) 1 (4,1) 


Tabelle 11. Myzococcus fulvus. Beeinflussung des Fruktifikationsgrades bzw. des 
Lysiszonendurchmessers (in Klammern) durch verschiedene Griinalgen auf Kart.- 
Coli- bzw. Kart.-Coli-fuluus-Agar?. 


Alge | Kart.-Coli-Agar pce Alge | Kart. Coli-Agar PEA 
V1 2—1 (2,7) 1 (3,0) U1 —1 (2,8) 2—1 (2,8) 
C1 2—1 (3,4) 2—1 (3,0) U2 | 2-1(3,0) 2—1 (2,6) 
C2 2—1 (3,3) 2—1 (3,3) 5) 24) 2—1 (3,0) 
03 2—1 (2,8) 1 (3,2) U4 1 (3,1) 
C4 2—1 (3,0) 1 (3,2) U5 2—1 (3,3) 
O's 2—1 (3,0) 2—1 (3,2) 6 | 92-1(3,0) 2—1 (3,0) 
C6 1 (3,1) 2—1 (3,1) Ko. | 2-1 (3,3) 2—1 (3,4) 
C7 2—1 (2,8) 2—1 (2,6) 

C8 2—1 (2,8) 2—1 (2,7) 
ag 2—1 (3,0) 2—1 (2,6) 


1 Der Zusatz-Agar wurde durch Zugabe von 4 fulvus-Schalen/100 cm*® Nahragar 
hergestellt. 

In einer anderen Beobachtungsreihe wurde fulvus auf Algenausstriche 
auf stipitatus-Agar geimpft (Tab. 12). Es ergab sich wieder eine Hemmung 
auf Nahragar ohne Zusatz (nur O 4 und OC 4 forderten den Lysiszonen- 
durchmesser leicht). Auf stipitatus-Agar fand dagegen Forderung des 
Durchmessers von fulvus gegeniiber der Kontrolle durch C 1, C 2, C 4, 
C 5 und U 6 statt. Gegeniiber Nahragar wirkten auf stipitatus-Agar V 1, 
C1,02,07,08,C9,U 1,U 2,U 5 und U 6 fordernd auf fulvus. Dieses 
Ergebnis entspricht der Férderung bei der stipitatus-fulvus-Kombination 
der normalen Fruchtkérper-Zusatz-Versuche (Kapitel C. 4). 
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Eine Parallelreihe wurde unter denselben Bedingungen mit stipitatus 
beimpft. Im Vergleich zur Kontrolle férderten auf Nahragar C 4, C7, 
08,09, U lund U 2, auf stipitatus-Agar nur U 2, U 3 und U 4. Gegen- 
iiber Nahragar war also stipitatus-Agar ein hemmender Faktor fiir den 
Durchmesser der Lysiszone von stipitatus (im Gegensatz zur Kombina- 


tion stipitatus/stipitatus der normalen Fruchtkérper-Zusatz-Versuche in 
Teil C. 4). 


Tabelle 12. Myzxococcus fulvus und My. stipitatus. Beeinflussung des Fruktifikations- 
grades bzw. des Lysiszonendurchmessers (eingeklammert) durch verschiedene Griin- 
algen auf Kart.-Coli- bzw. Kart.-Coli-stipitatus- Agar? 


he Kart.-Coli-A. eee Kart. Coli-A. ey 
+ M. fulvus eh pe er + M. stipitatus Tar Briss, to 

Vi 1 (2,7) 1 (3,6) 3 (0,2) 

C1 21 (4,2) S2aH-(4,8)0" 4 3 (0,1) 3 (0,1) 
Ce 2—-1 (3,6) 2—1 (4,8) 3 (0,1) 3 (0,1) 
C3 2—1 (4,3) 2—1 (4,0) 3 (0,1) 
C4 2—1 (4,6) 2—1 (4,5) 3 (0,6) 4 (0,0) 
C5 2—1 (4,7) 2—1 (4,5) 3 (0,1) 
C6 2—1 (3,5) 2—1 (3,6) 3 (0,3) 3 (0,1) 
oF 2—1 (3,5) 2—1 (3,5) 3 (0,3) 3 (0,1) 
Cs 2—1 (3,2) 2—1 (3,6) 2 (0,3) 4 (0,0) 
C9 2—1 (3,6) 2—1 (4,0) 3 (0,3) 3 (0,1) 
Ul 21 (3,6) 2—1 (4,0) 3 (0,3) 3 (0,1) 
U2 2—1 (3,0) Sh 4. 0G) 7 3 (0,3) 3 (0,2) 
U3 2—1 (4,0) 3 (0,2) 
U4 1 (4,1) 3251 (3,3) 3 (0,1) 3 (0,3) 
U5 2—1 (3,5) 2—1 (4,5) 3 (0,2) 

U6 2 113'6) 2—1 (3,8) 3 (0,2) 3 (0,1) 
Ko DULG A) A MPa 49) 3 (0,2) 3 (0,1) 


1 Der Zusatz-Agar wurde durch Zugabe von 22 stipitatus-Schalen/100 em? 
Nahragar hergestellt. 


6. Zur Untersuchung der Fruchtkérperabhangigkeit von der Tempera- 
tur wurden Versuche mit periodisch wechselnder Tempera tur angesetzt 
(Tab. 13). Da das Minimum fiir die Fruchtkérperbildung zwischen 17° 
und 20° C liegt, das Maximum zwischen 35° und 40° C und das Optimum 
bei 25° C, wurde mit den Temperaturen 20° und 25° C gearbeitet, also 
mit der Minimal- und der Optimaltemperatur. Wenn in einer 24 Std- 
Periode die 20° C-Phase zugunsten der 25° C-Phase immer mehr ver- 
kiirzt wurde, also bei steigender Warmezufuhr, ergab sich eine auf- 
steigende Reihe in bezug auf den Fruktifikationsgrad und den Lysis- 
zonendurchmesser. Besonders deutlich trat dieser Befund bei der 
1. Revision fiir den Fruktifikationsgrad und bei der 2. Revision fiir den 
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Lysiszonendurchmesser hervor. — Bei einem Vergleich eines 20°:25° C- 
Verhaltnisses von 6:18, 6:42 und 3:21 Std zeigte sich, daB die 42 stiindige 
Warmegabe einen besonders hohen Wert des Lysiszonendurchmessers 
bewirkte, jedoch nicht einen doppelt so hohen wie beim Versuch mit 
3:21 Std. Da das Verhaltnis 3:21 Std in bezug auf den Lysiszonendurch- 
messer in der GroBenordnung 6:18 Std und nicht des Verhdltnisses 
6:42 Std lag, kann ge- 

schlossen werden, dah Tabelle 13. Myxococcus fulvus. Abhdngigkeit des 


mie 3 25° C- Einwirkung Fruktifikationsgrades vom periodischen Wechsel 


von groBerer Bedeutung OIE A EEA: 


; ons f re — 
ist als der 20° C-EinfluB. i ag apelin Fruktifikationsgrad 
PEL etne selene in Klammern Lysiszonendurchmesser in em 
turverhiiltni 
Il. Besprechung Ba Nh 1. Revision 2. Revision 
Am tbersichtlichsten 24: 0 3 (1,33) 1 (2,35) 
liegen die Verhaltnisse rae | 3 (1,10) 1 (2,25) 
fiir die von den Frucht- ae 2 3—2 (1,48) 1 (2,40) 
k6rpern ausgeschiedene oe ; oe : AS 
ae Bc 3 ZC AN 204 
Substanz, die die Frukti- 18: 6 2 (1,55) 1 (2,57) 
fikation beeinfluBt, wohl 12:12 Y 1 
in den Versuchen, bei 6:18 1 (2,40) 1 (3,45) 
denen die Organismen nae | Agee ee 
auf Agar geimpft wur- ee ae mer ees 
den, dem Fruchtkorper- 1:23 1 (2,30) 1 (3,50) 
masse zugegeben war 0:24 1 (2,38) 1 (3,25) 
(Kapitel C. 4). Wenn fir 6:18 1 (2,40) 1 (3,45) 
die Diffusion der Stoffe, 6:42 1 (2,45) 1 (5,30) 
3:21 1 (2,22) 1 (3,50) 


die von diesem Frucht- 


k6rperzusatz in den Agar 
ausgeschieden wurden, eine bestimmte Zeit bis zur Abtotung und fir 


den Fruchtkérperzusatz selbst eine bestimmte Menge eingehalten wurde, 
wirkte der so mit einer Myxobakterienart behandelte Agar stets fruktifi- 
kationsanregend auf die darauf geimpften Fruchtkorper derselben Art. 
Aus den Beobachtungen geht weiter hervor, das fremde Myxobakterien- 
arten, die derselben Gattung angehoren, sich nicht gegenseitig storen, 
wenn bei entsprechenden Versuchen ebenfalls bestimmte Diffusions- 
zeiten und Zusatzmengen beriicksichtigt werden. Bei fremden Arten 
reicht der positive Einflu8 jedoch nicht so weit wie bei der eignen Art, 
so daB von einer relativen Artspezifitit des ausgeschiedenen Stoffes ge- 
sprochen werden kann. 


Im Laufe der Untersuchungen drangte sich ein Vergleich der Myxobakterien mit 
der Myxomycetenordnung der Acrasieen auf. Bei diesen Organismen fand BoNNER 
(1944; vgl. Lana 1952) einen Induktionsstoff fiir die Aggregation zum Pseudo- 
plasmodium, den er Acrasin nannte. Bei den Acrasieen liegt der Beweis vor, da der 
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Reiz fiir die Plasmodienbildung in den Myxamében selbst liegt. Im Gegensatz zu 
den Myxobakterien (vgl. Teil B, Fiitterung mit Myxobakterien) kénnen verschie- 
dene Arten von Acrasieen zu einem gemeinschaftlichen Pseudoplasmodium zu- 
sammentreten, trennen sich bei der Fruchtkérperbildung aber wieder oder bilden— 
héchstens physikalische Gemische, aber keine Bastarde (RAPER u. THom 1941). 

Der Vergleich zwischen Myxobakterien und Acrasieen zeigt weiter, da nicht 
nur in bezug auf die Fruktifikationsstimulierung, sondern auch im Hinblick auf die 
Artspezifitat und die Diffusionszeit Ahnlichkeiten bestehen, obwohl die Pseudo- 
plasmodien der Acrasieen und Myxobakterien nur homologe Konvergenzerschei- 
nungen darstellen (Acrasieen-Pseudoplasmodium nur fruktifikativ, Myxobakterien- | 
Schwarm fruktifikativ und vegetativ). Nach SHAFFER (1953) werden die Acrasieen- 
Amoben nicht nur in einer bestimmten Zeitspanne vom Acrasin besonders intensiv 
angezogen, sondern eine Veranderung der Acrasin-Qualitat bewirkt auch, daB 
Polysphondylium-Zentren von einem gewissen Alter an Dictyosteliwm-Amodben 
anziehen. Die Produktion von Polysphondylium-Acrasin scheint gleichzeitig weg- 
zufallen. Umgekehrt zieht Dictyosteliwm-Acrasin immer nur Dictyosteliwm-Amében 
an. SHAFFER glaubt, den Grund in geringen Modifikationen des Acrasin-Molekiils 
erblicken zu diirfen. — Ob die Verhaltnisse bei den Myxobakterien ebenso liegen, 
konnte an Hand der oben beschriebenen Beobachtungen nicht geklart werden. 

Vielleicht liegen der Notwendigkeit einer bestimmten Diffusionszeit bei den 
Myxobakterien ahnliche Verhaltnisse zugrunde wie fiir die bakteriolytische Sub- 
stanz der Stabchen (Nor&n 1953a), die auch erst nach gewisser Zeit wirksam wird. 
Die Lysis erfolgt in Nahrlédsung namlich in 3 Phasen: einer kurzen Periode mit 
langsamer Lysis, einer mehr oder weniger stockenden Phase und einem Zeit- 
abschnitt mit rascher Lysis. 


Da Nahragar ohne jeden Fruchtkérperzusatz nicht die bestmégliche 
Fruktifikation bewirkt, kann geschlossen werden, dab die Steigerung des 
Fruktifikationsgrades bzw. die Beschleunigung der Fruktifikation durch 
die verschiedenen Zugaben von Fruchtkérpersubstanz veranlaBt wird. 
Das Fruktifikationsstimulans kann aber auch indirekt durch Veranderung 
des Nihrmediums (Kiweifabbau, Aciditaitsverschiebung, Feuchtigkeits- 
anderung u. a.) wirksam sein. 


Fiir die zuletzt erwahnte Annahme spricht eine Beobachtung bei sehr hohen 
Zusitzen von Kokosmilch, Eipulver und Leberdekokt, die ja auch das Nahrsubstrat 
verindern. Hierbei tritt ein Spiralwachstum der Fruchtkérperringe auf, das nach 
STanterR (1942c) durch den Aufbau des Substrates aus Riesenmolekiilen bestimmt 
wird. Vermutlich bestehen also Zusammenhiinge zwischen Fruchtkérperhemmung 
und schwer angreifbaren (KiweiB-)Verbindungen. Es wire eine interessante Auf- 
gabe, die Konzentrationen mehrerer Nahrbéden auf diese Grenze hin zu unter- 
suchen, bei der das Spiralwachstum einsetzt. 

Nach den letzten Darlegungen ist es verstindlich, da8 nur wenige Aminosiuren 
(vgl. Teil B) einen férdernden Einflu8 auf die Myxobakterien haben. Um einen 
besseren Kinblick in die Ernahrung der noch viel zu wenig untersuchten Myxo- 
bakterien zu bekommen, miiBte vor allem untersucht werden, ob sie mehr zur 
Desaminierung oder zur Decarboxylierung der a-Aminosauren neigen. Da LonBEcK 
(1954) fiir Myxococeus virescens die Desaminierungsintensitaten angibt (vgl. Teil B, 
Tab. 4), ist anzunehmen, daB der Abbau der Aminosauren durch diesen Mikroorga- 
nismus in erster Linie an der NH,-Gruppe angreift. Dabei ist aber zu bedenken, daB 
Myzxococcus fulvus bei derselben Verfasserin bernsteinsaures Natrium nicht ver- 
wertete, obwohl Bernsteinsiure als a-Ketosiure ein Desaminierungsprodukt der 
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a-Aminosauren bildet. Die Ursache kann daher auch durch das Arbeiten in al- 
kalischem Medium bedingt sein. Die Myxobakterien kommen jedoch in der Natur in 
alkalischen, neutralen und schwach sauren Béden vor, wie aus der genauen Auf- 


gliederung von H. u. S. KRzMIENIEWSKI (1927b) hervorgeht. Die wenigsten Formen 
leben ausschlieBlich auf sauren Boden. 


Man kann also annehmen, daB die Myxobakterien befaihigt sind, an 2 ver- 
schiedenen Stellen des a-Aminosiuremolekiils anzugreifen, namlich sowohl an der 
COOH- wie an der NH,-Gruppe. An dieser Stelle mag darauf hingewiesen werden, 
daB die fiir die CO,-Abspaltung verantwortliche Decarboxylase als prosthetische 
Gruppe den Phosphorsaureester des Pyridoxals enthalt (BeyER 1955). Das Pyri- 
doxal bildet bekanntlich zusammen mit Pyridoxin und Pyridoxamin das Vitamm 
B,. Wenn man mit einer bestimmten giinstigen Konstellation von Faktoren arbeitet, 
wird vielleicht eine Beeinflussung der Myxobakterien auch durch das vollstandige 
Vitamin B,-Gemisch meBbar werden (vgl. Teil B, Vitamin E und B). Die wirksamen 
Aminosaure-Decarboxylasen und -Desaminasen und die entstehenden Reaktions- 
produkte tragen sicher einen Teil zur Aktivierung weiterer Enzyme bei, die zur 
Lyse und zur Fruchtkérperbildung benétigt werden. 


Ilf. Zusammenfassung der Ergebnisse 

1. Fruktifikation und lytisches Verhalten bakterienreiner Stémme von 
Myxococcus fulvus, M. stipitatus, M. virescens und Podangium erectum 
wurden in ihrer Abhangigkeit von Ernahrung und gewissen Frucht- 
korpersubstanzen untersucht. Kine fordernde bzw. hemmende Wirkung 
auf die Schleimbakterien wurde durch Einteilung der Fruktifikation in 
7 Stufen und durch Messung des Lysiszonendurchmessers bewertet. 

2. Von den zahlreichen, den Kulturen zugesetzten organischen wie 
zum Teil auch anorganischen Substanzen wirkte Weizenkeimdekokt be- 
sonders wachstums- und fruktifikationsfordernd gegentiber dem Stamm- 
nahrboden (Kartoffel-Hscherichia coli-Agar). 

3. Als Futterorganismen wurden den vier Myxobakterienarten 4 Bak- 
terien, 7 Griinalgen, 1 Blaualge, 3 Phycomyceten, 6 héhere Pilze und 
1 Acrasiee geboten. Die Ergebnisse sind aus Tab.1 zu entnehmen. 

4.In Flissigkeitskulturen bildeten die Myxobakterien nur selten 
Fruchtk6rper, z. B. Myxococcus fulvus in Coli-Suspension und M. fulvus, 
stipitatus und virescens in 2% igem Kartoffelwasser; mehrere Kultur- 
folgen lieBen sich in keinem der fliissigen Substrate halten. 

5. Unter Sauerstoff-Abschlu8 trat nie Fruktifikation ein. 

6. Die Fruchtkérper sondern eine Substanz ab, die auf die Fruktifi- 
kation benachbarter vegetativer Stabchen der eignen Art fordernd wirkt. 
Auf fremde Arten wirkt sie je nach Diffusionszeit und Menge der Aus- 
gangsfruchtkérper positiv oder negativ. Der Stoff diffundiert durch Agar 
und gewisse Membranen und ist hitzebestandig. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen) 


Untersuchungen iiber den Schwefelumsatz 
von Aspergillus niger * 


Von 
H. HRUSCHKA 
Mit 10 Textabbildungen 


(Hingegangen am 2. April 1957) 


Wahrend man sich mit dem Schwefelumsatz der S-autotrophen Bak- 
terien sowie mit der Schwefelwasserstoffbildung bei der Desulfurikation 
und dem Schicksal der organischen S-haltigen Verbindungen schon viel- 
fach beschaftigt hat, liegen noch recht wenig Mitteilungen iiber die 
heterotrophe Verarbeitung von Sulfat-Schwefel zu den organischen 
Schwefelverbindungen der Mikroorganismensubstanz vor. Sieht man von 
den ersten Schritten der Sulfatreduktion bei diesem Vorgang ab (einige 
Literatur bei Rippey-BatpEs 1955, S. 100), so ist die Mitteilung von 
RIprPet u. BewR (1936), wonach sich bei Aspergillus niger in der Sub- 
stratfliissigkeit unter Umstanden bis zu 60% des gegebenen Sulfat- 
Schwefels in unbekannter organischer Form vorfinden kann, bisher vollig 
vereinzelt geblieben. 

Dieser Erscheinung sollte nachgegangen werden, wobei nach Priifung 
zahlreicher Stamme von Aspergillus niger auf den gleichen Effekt die 
erwahnte Erscheinung méglichst im Rahmen des Gesamtstoffwechsels 
verfolgt werden sollte. Ferner wurde eine vorlaufige chemische Charak- 
terisierung der fraglichen organischen S-Verbindungen angestrebt. Die 
Verwendung der *S-Isotope erwies sich fir diese Untersuchungen der 
verschiedenen S-Fraktionen, insbesondere fiir die Aufstellung einer voll- 
staéndigen Schwefelbilanz, als unentbehrlich. 


Methodik 


Kulturmethoden 
Die Isolierung der zur Untersuchung verwendeten Staémme aus Bodenproben 
wurde nach dem Verfahren der Tannin-Elektiv-Kultur von PErrrs u. Rippet (1949) 
vorgenommen. Daraus wurden 36 Einsporkulturen mit Hilfe des Mikromanipulators 
gewonnen und auf Wiirze-Agarréhrchen als Impfmaterial gezogen, in Abstanden von 
6 Wochen regelmaBig itberimpft und nach dem Anwachsen bei Temperaturen unter 
20° C aufbewahrt. 


* Auszug aus der gleichlautenden Dissertation der Mathematisch-Naturwissen- 
schaftlichen Fakultat der Universitat Gottingen 1956. 
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Das Beimpfen geschah stets mit der gleichen Menge einer Sporensuspension aus 


5tagigen Kulturen. Sie wurde in die sterilen Substrate mit der Rekordspritze (durch 
Einstechen der Kaniile) durch den Watteverschlu8 eingetragen. 


Nahrlésung L . Nahrlésung I | Nahrlésung [1 
i nn EEEEEEEE=SEEE EES Sa 
Glucose 5°, | Glucose 5°, | Glucose 20°, 

NaNO, 153% | (NH,),HPO,  0,4% (NH,),HPO, 169% 
KH,PO, 0,05% K,SO, OORT ee au), 01% 
MgsO, 0,006°% MgSO, 0,06°%% MgSO, 0,06% 
ZnSO, 0,005% ZnSO, 0,005% | ZnSO, 0,005% 


Citronensiure zum Ansauern auf px 6,5 


Die Kulturen wurden auf den von Rieret u. Benr (1936) verwendeten Nahr- 
lésungen bei einer Temperatur von 27—28° C gezogen. Bevorzugt wurde Nahr- 
lésung LI angewendet, da alle Staémme auf diesem Nahrsubstrat die héchste SOY- 
Verarbeitung aufwiesen und das Wachstum etwa doppelt so schnell und kraftig war, 
wie z. B. auf Nahrlésung I. Es wurde sowohl in Stand- als auch in Schiittelkultur 
gearbeitet. 

Sterilisation stets durch 20 min Erhitzen im Dampftopf bei 100° C bei drei- 
maliger Wiederholung innerhalb 24 Std. Die fraktionierte Sterilisation muBte bei 
den vorliegenden hohen Zuckergehalten wegen der starken Karamelisierungsgefahr 


angewendet werden. 
Alle p-Messungen wurden mit einem Metrohm px-Meter durchgefiihrt. 


Analysenmethoden 


Bestimmung der SOY. Sie wurde stets durch Fallung mit BaCl, als BaSO, 
gravimetrisch bestimmt. In jedem Falle wurden 3 Parallelbestimmungen durch- 
gefiihrt und die Mittelwerte errechnet. Zur Abtrennung groBerer SO’/-Mengen aus 
dem Nahrsubstrat erwies sich die Schnellfallungsmethode nach FiscHer (1935) als 
besonders gut geeignet. Die erhaltenen BaSO,-Niederschlage waren grobkérnig und 
gut filtrierbar. 

Bestimmung des organisch gebundenen Schwefels: Der Mycel-, Eiweib- 
und Hydrazonschwefelgehalt wurde nach dem Halbmikroverfahren von Wurz- 
scumirr (1950) ermittelt. Der Aufschlu8 erfolgte mittels einer Nickelbombe. Die 
Einwaagen des aufzuschlieBenden Materials unterschritten in den seltensten Fallen 
die Menge von 100 mg. Jeder AufschluB wurde, soweit dies die Gesamtmenge der 
zur Verfiigung stehenden Analysensubstanz zuliei}, 2—3mal vorgenommen. Die 
anschlieBende SO//-Bestimmung wurde in der herk6mmlichen Weise durchgefiihrt. 

Trockenmycelgewichtsbestimmung: Das Mycel wurde nach dem Ab- 
saugen an der Wasserstrahlpumpe mit 0,51 warmem Wassers (70°C) griindlich 
gewaschen, erneut scharf abgesaugt und dann auf Petri-Schalen im Trockenschrank 
bei 70—80° C getrocknet, darauf in der Reibschale grob zermahlen und vollstandig 
in Glaswigeschalchen iiberfiihrt. Die Wageschilchen wurden iiber Nacht im 
Vacuumexsiccator iiber P,O, aufbewahrt und nach Aufsetzen des Schliffdeckels 
gewogen. Bei der Aufstellung der Wachstumskurven wurden bis zu 8 Parallelkurven 
zur Mycelgewichtsbestimmung herangezogen und die Mittelwerte errechnet 
(s. Meyer 1928, 1930). 

Atmungsmessung: In der Warburg-Apparatur mit KOH als CO,-Absorber. 
In die Kulturkélbechen wurden je 2,5 em’ Nahrlésung ILI, die allerdings nur 10% 
Glucose enthielt, eingefiillt und jeweils mit der gleichen Menge Sporensuspension 
beimpft. Wachstum bei konstanter Temperatur von 27° C. Die Messungen wurden 


Untersuchungen itiber den Schwefelumsatz von Aspergillus niger 221 


ae Parallelen bei 1stiindiger Ablesung iiber einen Zeitraum von 45 Std durch- 
gefiihrt. 


Alkoholbestimmung: Oxydation mittels Bichromat und anschlieBende jodo- 
metrische Ermittlung des Bichromatverbrauchs nach NersH (1952), JANKE u. 
Krrpaszt (1935). 


Bestimmung organischer Sauren: Die Untersuchungen erstreckten sich auf 
den qualitativen Nachweis niederer Fettsiuren im Substrat. Die schwefelsauren 
Substrate (je 100 cm’) wurden mit Ather nach KurscHEer-STEuDLE extrahiert 
(Extraktionsdauer 10—12 Std) und die Extrakte papierchromatographisch auf 
ihren Gehalt an verschiedenen Fettsaiuren nach der Methode von Rerp (1951) und 
der von Parcu u. Tracty (1955) untersucht. Die Brenztraubensiurebestimmung 
konnte im Destillat der Wasserdampf- und fraktionierten Destillation auch nach 
Baver (1950) mit «- und 6-Naphthol als Nachweisreagens vorgenommen werden. 


Vitamin B,-Nachweis: Die schon im Tageslicht stark gelbgriin fluorescieren- 
den Substrate der Riboflavinbildner wurden ohne weitere Aufarbeitung untersucht. 
Der qualitative Nachweis erfolgte auf chemischem und mikrobiologischem Wege mit 
Lactobacillus casei als Testorganismus (VOGEL u. KNoBLoc# 1955). 


Substrat-EiweiBaufarbeitung: Nach eingehenden Vorversuchen wurde die 
Ausfallung des GesamteiweiBes der Nahrlésung, wie es der Substrataufarbeitungs- 
gang verlangte, in der Regel durch Ausfallen mit Phosphorwolframsaure vor- 
genommen und in besonderen Fallen durch diese Fallung noch nicht vollstandig 
erfaBtes SubstrateiweiB mittels Cl,C -COOH abgetrennt. 

Bei der Untersuchung der Substrat-HiweiBbildung in verschiedenen Wachstums- 
stadien wurde in Schiittelkultur gearbeitet. Als KulturgefaiBe dienten 1 l-Enghals- 
kolben, die jeweils 200 cm? Nahrlosung III enthielten. Die KiweiBfallung wurde vor 
dem Wiegen genau so getrocknet und aufbereitet wie das Mycel, nur wurden die 
Niederschlage durch Aceton-Behandlung vorgetrocknet (s. BELOSERSKI u. PrRos- 
KURJAKOW 1956). Diesen Untersuchungen dienten die Arbeiten von OLKorr 
(1947), Asrrup (1947), sowie HiLLER (1922) als Experimentiergrundlage. 

Papierelektrophoretische Untersuchung: Auf tbliche Weise durch 
Fallung mit Phosphorwolframsaiure und Trichloressigsiure gewonnenes HiweiB 
konnte zu diesen Untersuchungen nicht herangezogen werden, da es nicht wanderte. 
Daher wurde das EiweiB in einem von SOY befreiten und im Vacuum eingeengten 
Substrat in Kollodium-Dialysierhiilsen (Membranfilterges. Gottingen) angereichert. 
Diese EiweiSanreicherung aus jeweils 0,5 | Substrat lieferte gute Ergebnisse. — Im 
einzelnen wurde mit Glykokoll-Puffer, py 9,6, einer Stromstarke von 7 Milliamp. 
und einer Laufzeit von 10 Std gearbeitet. Die Angaben von WuNDERLY (1954) 
dienten als Richtlinien. Die Streifen wurden mit Azocarmin B gefarbt. 

Papierchromatographie: Auch hierbei lieferte durch Dialyse gewonnenes 
Fiwei8 bessere Ergebnisse; vor allem konnte die Hydrolysendauer verringert 
werden. Die Untersuchungen trugen rein qualitativen Charakter, da es ja auch in 
erster Linie auf die Erfassung der S-haltigen Aminosauren ankam. Ks wurde im ein- 
dimensionalen, aufsteigenden Verfahren mit Butanol-Hisessig als Lésungsmittel 
nach CRAMER (1955) gearbeitet. 

Zur Kontrolle wurden die Versuche auch mit anderen Liésungsmittelgemischen, 
z. B. Picolin-Hisessig, durchgefiihrt. Ebenso wurden die einzelnen Aminosauren 
nach ihrer Identifizierung in reiner Form einem Teil des Hydrolysates zugefiigt 
und dieses dann erneut einer papierchromatographischen Untersuchung unter- 
worfen. Erst nach Ubereinstimmung dieser Chromatogramme mit den reinen 
Hydrolysat-Chromatogrammen wurden die Ergebnisse als ausreichend gesichert 


betrachtet. 
15* 
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Hydrolyse: Da bei der Hydrolyse nach CRAMER (24stiindiges Kochen mit 2 n 
HCl im zugeschmolzenen Glasrohr) besonders die S-haltigen Aminosauren ganz 
oder teilweise zerstért werden, muBte im vorliegenden Fall anders verfahren werden. 
Die Hydrolyse wurde mit 30 cm? 2 n HCl und einer Spur SnCl, als Katalysator durch 
4stiindiges Kochen unter Riickflu8 vorgenommen. Diese Zeit reichte aus, um eine 
vollstandige Hydrolyse zu gewahrleisten. Das Hydrolysat wurde im Vacuum von 
der HCl befreit und der Riickstand in dest. Wasser und einigen Tropfen Amylalkohol 
aufgenommen. Die Chromatogramme wurden mit Ninhydrin und parallel dazu nach 
einem besonderen Verfahren von Grine (1953) zur Sichtbarmachung der 
S-haltigen Aminosauren entwickelt (vgl. auch CHARGAFF u. Mitarb. 1948, Na-azid- 
Jod-Reagens). 

Glutathion-Bestimmung: Sie wurde nach der Methode von Ktunau (1931) 
jodometrisch vorgenommen. 

Abtrennung der Restglucose und anderer Aldehyd-und Ketogruppen 
enthaltender Verbindungen: Die Substrate muBSten im Verlaufe ihrer Auf- 
arbeitung von dem zum Teil noch recht groBen Restglucosegehalt befreit werden. — 
Dieser stérte viele Nachweisreaktionen und bildete beim starken Einengen zahe, 
dunkelbraune Schmieren, Caramelsubstanzen, die auf mechanischem Wege aus den 
GlasgefaBen nicht entfernbar waren und so einer genauen S-Bestimmung nicht 
zuganglich gemacht werden konnten. 

Die Abtrennung der Zucker und samtlicher im Substrat noch vorhandener Keto- 
und Aldehydgruppen enthaltender Verbindungen geschah durch Fallung mit dem ~ 
gebrauchlichen 2,4-Dinitrophenylhydrazin-Reagens nach Bauer (1950). Das 
Reagens wurde in 2 n HCl gelést und gebrauchsfertig gemacht. Die Fallung wurde in ~ 
stark eingeengten Substraten direkt im Rundkolben bei 60° C unter langerem 
Riihren vorgenommen. Nach Abfiltrieren des kristallinen Niederschlags wurde das 
Filtrat erneut stark im Vacuum eingeengt und die ausfallenden Hydrazone wieder 
abfiltriert. 

Die S-Gehaltsbestimmung dieser Niederschlage wurde nach dem Umkristalli- 
sieren aus Athanol (96%ig) wie bei der Bestimmung des Mycel- und Eiweib- 
schwefels vorgenommen. 

Aufarbeitung und Trennung der Hydrazone: Die erhaltenen Roh- 
hydrazone wurden aus Athanol umkristallisiert, iiber Silicagel im Vacuumexsiccator 
getrocknet und dann in der Soxhletapparatur mit Benzol als Lésungsmittel extra- 
hiert, bis das ablaufende, um die Extraktionshiilse angesammelte Lésungsmittel 
farblos war. Der noch verbleibende Hydrazonriickstand wurde dann durch Extra- 
hieren mit Athanol quantitativ aus der Extraktionshiilse herausgelést. 

Benzol- und Athanolextrakt wurden im Vacuum zur Trockene eingeengt, beide 
aus Athanol umkristallisiert und in hochkonzentrierter aithanolischer Lésung auf die 
Adsorbersiule gebracht. In Vorversuchen wurde festgestellt, daB saures Al,O, 
Aktivitatsstufe I der Firma Woelm am besten als Adsorbens geeignet ist. Es wurde 
nach der verdriangungschromatographischen Methode zunachst mit Benzol und bei 
Entfernung der letzten Zone mit Aceton als Lésungsmittel gearbeitet. Die einzelnen 
durchlaufenden Zonen wurden jede fiir sich nach griindlichem Einengen nochmals 
auf saurem, neutralem und basischem Al,O, mit der Absicht eventueller weiterer 
Auftrennung in mehrere Komponenten untersucht. Als Grundlage dieser Unter- 
suchungen diente die Abhandlung von ZECHMEISTER u. CHOLNOKY (1933). Die 
Methoden von MarkpeEs (1955) sowie FRIEDEMANN (1943) u. HauGEn (1943) zur 
papierchromatographischen Trennung der 2,4-Dinitrophenylhydrazone erwiesen 
sich in vorliegendem Falle aus nicht naher bekannten Griinden als unbrauchbar. 

Substrataufarbeitungsgang: Nachfolgend beschriebener Aufarbeitungs- 
gang wurde in jedem Falle und bei allen Entnahmen, gleich welchen Wachstums- 
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stadiums, eingehalten: 1. Abfiltrieren des Mycels, Myceltrocknung und Schwefel- 
gehaltsbestimmung. — 2. py-Messung. — 3. Auffiillen des Substrats mit dest. 
Wasser auf sein urspriingliches Volumen. Bestimmung des SO%/-Gehaltes. — 
4. Ausfallen und Abtrennen der SOY aus dem Gesamtsubstrat in salzsaurer Lésung 
nach der Schnellfallungsmethode. — 5. Fallung der EiweiBverbindungen im Substrat 
mit Phosphorwolframsaure und Trichloressigsiure im schwach sauren bis neutralen 
pu-Bereich. Abtrennung der Fallung nach starkem Einengen im Vacuum durch 
Filtration. S-Gehaltsbestimmung der HiweiBfraktion. — 6. Fallung der Aldehyd- 
und Ketogruppen-enthaltenden Verbindungen im stark eingeengten Filtrat der 
EiweiBfallung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin, gelést in 2 n HCl. Abfiltrieren der 
kristallmen Niederschlige nach erneutem starkem Einengen unter vermindertem 
Druck. Umkristallisieren der Niederschlage aus 96% igem Athanol, Trocknung und 
S-Gehaltsbestimmung. 


Laufende Glutathionbestimmungen im Substrat wurden nicht durchgefiihrt. Sie 
wurden in Parallel-Kulturen, die eigens zu diesem Zweck angesetzt wurden, un- 
abhangig vom itblichen Trennungsgang durchgefiihrt. 


Bestimmung der freien SH-Gruppenim Substrat: Sie erfolgte spektral- 
photometrisch nach Boyer (1954). 


Fraktionierte Destillation: Es wurde jeweils 1 1 Nahrsubstrat gleich nach 
Abtrennung des Mycels destilliert. Dieser enthielt demzufolge noch Rest-SO%4-S, 
EiweiB, als Hydrazone fallbare Verbindungen usw. Es wurde iiber eine 1,2 m lange, 
einfache Glaskolonne, gefiillt mit Raschig-Ringen, am Luftbad fraktioniert. 


Wasserdampfdestillation: Sie wurde in der ittblichen Glasapparatur an 
ebenfalls je 1 1, lediglich vom Mycel befreitem Rohsubstrat vorgenommen. 


Nachweis von Mercaptanen: Er erfolgte in den verschiedenen Fraktionen der 
fraktionierten Destillation nach Grove (1931) mit dem Na-Aquoferricyanidreagens. 
Auch Versuche zur Ausfallung der Mercaptane mit 2,4-Dinitrochlorbenzol in 
alkoholischer Lésung nach Bost (1935) wurden durchgefiihrt. Hierbei wurden die 
Destillate in Vorlagen, die Alkohol und Reagens enthielten, unter schwachem 
Riithren (Magnetriihrer) aufgefangen. 

Atherschwefelsauren: Die Abwesenheit dieser Verbindungen konnte in gleicher 
Weise wie durch Rreret u. Ber (1936) iiber saure Verseifung nachgewiesen werden 
(2stiindiges Kochen von je 100 cm* Substrat mit 2n HCl unter RiickfluB). Zur 
Unterscheidung der verschiedenen, SH-, -S-S- und S-Gruppen enthaltenden, 
moglicherweise vorliegenden Verbindungen muBten noch die Nachweisreaktionen 
nach Kassent u. Branp (1938) (mit Phosphorwolframsaiure Blaufarbung bei 
Gegenwart freier SH-Gruppen) und nach ARNop (1910) mit Nitroprussidnatrium 
angewendet werden. 

Anwendung von *S-markierter H,SO,: Es wurden die bei biologischen 
und medizinischen Untersuchungen allgemein iiblichen Relativmessungen vor- 
genommen. Zu 800 cm? Nahrlésung III wurden 1,5 mC tragerfreier H,*°SO, zugesetzt 
und 3 Stamme (J, 2 und 4285) in 300 ml Enghals-Kolben zu je 70 cm? Nahrlésung bei 
27° C in Standkultur geziichtet. Die Untersuchung nach dem iiblichen Substrat- 
aufarbeitungsgang erstreckte sich bei jedem Stamm auf 3 verschiedene Wachstums- 
stadien. 

Die Messung der *S-Aktivitat wurde stets an BaSO,-Niederschlagen unendlicher 
Schichtdicke unter dem Glockenzahlrohr vorgenommen. Die geometrische Anord- 
nung der MeBvorrichtung blieb im Verlaufe der 18 tagigen Untersuchung gleich. Alle 
Messungen wurden am gleichen Gerat mit demselben Zahlrohr durchgefiihrt. Die 
Ba*SO,-Niederschlage wurden nach gritndlichem Trocknen zum Zwecke der 
Berechnung der Schichtdicke der Praparate gewogen, was Zur Ermittlung der 
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Selbstabsorption erforderlich war. Die Umrechnung des Gewichtes der Nieder- 
schlage auf die Fliche des zur Messung gelangenden Praparates in mg/em? wurde 
dadurch erleichtert, daB die Niederschlage stets auf den gleichen kleinen, runden 
Membranfiltern (bekannten Gewichts und bekannter Flachen) abgesaugt, getrock- 
net, gewogen und gemessen wurden. Diese Anordnung gewahrleistete die aus- 
reichende Genauigkeit zur Erlangung vergleichbarer MeBwerte. 

Standard-Bereitung: Die Halbwertszeit des ®S-Isotops von 87,5 Tagen erforderte 
eine Beriicksichtigung der Zerfallsrate bei der Errechnung der Endwerte. Auch 
muBten die hohen Schwankungen der taglich gemessenen Nullraten in Betracht 
gezogen werden. Um diese zu erfassen, wurde ein Teil der unbeimpften Nahrlésung 
III unter Toluol aufbewahrt und aus je 2 cm* derselben taglich die SOY als BaSO, 
ausgefallt und die Aktivitat dieses Praparates umgerechnet auf das Gesamt- 
volumen der einzelnen Nahrsubstrate (70 cm) gleich 100% gesetzt. 


Untersuchung der SOJ-Bindung an das SubstrateiweiB mittels 
39S-markierter H,SO,: Die Untersuchung wurde an den Stammen 7, 2 und 4285 — 


in je 3 verschiedenen Wachstumsstadien vorgenommen. Kultiviert wurde auf je 
50 cm? inaktiver Nahrlésung III in Standkultur bei 27—28° C. 

Bei jeder Entnahme wurde folgendermaBen verfahren: Nach dem Absaugen des 
Mycels wurde das Substrat im 50 cm?-MeBkolben mit dest. Wasser auf sein ur- 
spriingliches Volumen aufgefiillt. Dann wurden jedem Substrat 50 uC tragerfreier, 


%S-markierter H,SO, zugefiigt und nach Durchmischung jeweils geteilt, also Mengen — 


von je 25cm? der gleichen Probe quantitativ in Becherglaser tiberfiihrt. Diese Proben ~ 


blieben iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen, um einen vollstandigen Austausch 


der gebundenen SO,-Ionen gegen die zugesetzten *S-aktiven SO’7 am Substrat-_ 


eiweiB zu gewahrleisten. 


Wahrend nun in der einen Halfte der aktiven Substrate (Reihe A) zuerst SOY : 


gefallt und die Aktivitat der BaSO,-Niederschlage wie beschrieben gemessen wurde, 
und erst im Filtrat der BaSO,-Fallung das Substrateiwei8 wie iiblich gefallt, 
getrocknet, eingewogen, in der WuRzscumitt-Bombe aufgeschlossen, die SO{- 
Aktivitat des ausgefallten BaSO,-Niederschlags gemessen wurde, konnte bei der 
Aufarbeitung der anderen Halfte der Substrate (Reihe B) genau in umgekehrter 
Weise verfahren werden. Hier erfolgte zuerst die EiweiBfallung und dann die 
SO//-Fallung. 

Alle erhaltenen MefSwerte wurden an einem Standard, der aus unbeimpfter 
Nahrlésung III, welcher ebenfalls 50 ~C/50 cm °°S-markierte, tragerfreie H,SO, 
zugefiigt worden war, verglichen. 


Anfertigung von Autoradiogrammen: Von den Papierchromatogrammen 
und Elektropherogrammen, welche aus aktivem Eiweif angefertigt wurden, konnten 
Autoradiogramme hergestellt werden. Dies geschah durch direktes Auflegen von 
Roéntgenfilm und mehrtagigem Exponieren unter voélligem Lichtabschlu8. Im 
wesentlichen wurde bei den Untersuchungen unter Verwendung von *°S-markierter 
H,SO, nach den Angaben von ScuwimeK (1953), WrnrertnGHam (1952) sowie 
SoLtoway (1952) gearbeitet. 


Experimenteller Teil 


Wachstumskurven 
Die starke SO{-Verarbeitung diirfte bei Aspergillus niger-Staémmen 
als weit verbreitete Allgemeinerscheinung anzusehen sein. Sie erreicht 
ihre Hochstwerte bei einer Kultivierung der Stémme auf Nahrlésung III 
(20% ige Glucoselésung). Tab. 1 gibt eine Ubersicht iiber die maximale 


Untersuchungen iiber den Schwefelumsatz von Aspergillus niger 225 


SO/-Verarbeitung im Substrat von 40 verschiedenen Aspergillus niger- 
Stéammen mit gleichzeitiger Angabe des py-Wertes im Zeitpunkt des 
Maximums der SO’-Abnahme. 

Die Untersuchungen wurden an je 100 cm® Substrat in 300 ml Enghalskolben 
vorgenommen. Der py-Wert der Substrate wurde vor dem Beimpfen auf 6,8 ein- 
gestellt. Ihr S-Gehalt betrug 21,9 mg SO7-S/100 em®. (Dieser Betrag wurde bei der 
Hrrechnung der SO7/-Abnahme gleich 100 gesetzt.) 


Tabelle 1. SO-{’Verarbeitung durch Aspergillus niger-Stémme 
Nahrlésung III 


aN 24 | Maximum der 
Stamm Nr. $0’j-Abnahme PH 
32; 4216; 14 10-20" | © 4,263.95 
Pero oo 28. obs 40102 404d > 3) ae 3,1; 3,4; 3,4; 3,1; 4,2; 4,1; 
ells 
Melo e tae Loe Los el, 20. 34; 30—40 ils Ba to BY OAS Spal” mai lca eo 
351; 367; 2,8; 2,7; 2,8; 2,8; 
fees OTL 168 1s Lo ee: 40—50 DAs 2a 2,97 25037 3,k 513585 
23; 33%; 2502,75 2,451,253 
o1: 62: 201° 301; 50—60 Sie lett Oka 05 
107; 292; 42857; | 60—70 | 2,8; 1,9; 1,6; 
Maximum | Nahrlésung IIT Nahrlésung II 
der SO;’- 7 
Abnahme in % | Stamm Nr. | Pu Stamm Nr. | PH 
40—50 42, awake 21; 31; 42; |2,2; 2,6; 2,53 2,3; 
51; 
50—60 ES ee te 1,8; 1,9; 233; 11, 42852; Date ta Os 
60—70 I1; 42857; 1 Sia, O's — oa= 


1 Stamm bildete nach seiner Isolierung aus dem Erdboden sofort Riboflavin. 
2 Bedeutet, da8 Riboflavinbildung erst nach einigen Passagen des Impfmaterials 
auf Wiirze-Agar eintrat. 


Den Verlauf der SO‘/-Verarbeitung und die gleichlaufende px-Wert- 
Anderung im Substrat der Aspergillus niger-Kulturen zeigt Abb. 1 an 
2 Stémmen. Es wurde in Standkultur in 300 ml Enghalskolben auf je- 
weils 100 cm’ Nahrlésung ITI mit einer Anfangs-SO’j-Konzentration von 
28 mg/100 cm? und px 6,8 kultiviert. Bei allen untersuchten Staémmen 
wurde beobachtet, daB die stérkste Substratsduerung stets im Verlaufe 
des Stoffwechselgeschehens zeitlich mit dem Stadium der héchsten SOj- 
Verarbeitung (SO’j-Verlustmaximum) zusammenfallt. Nimmt die Ht+- 
Konzentration ab, was beim Autolysieren der Kulturen der Fall ist, so 
nimmt gleichzeitig die Menge des durch BaCl, fallbaren § zu. 

Zur genaueren Fixierung der Lage des Maximums der SO{;-Abnahme 
im Gesamtstoffwechselgeschehen und im Wachstumsverlauf wurden nun 


Myzelgewicht (mg/z00cm?] 


Gesamt-S0y-S (mg/100cm3 Substra/) 
N 
Q 
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Atmungsmessungen und Trockenmycelgewichtsbestimmungen vorge- 


nommen. Bei allen Atmungsmessungen wurden Parallelbestimmungen 


der SO'{-Verarbeitung, des Trockenmycelgewichtes und px-Messungen 
im Substrat gleichzeitig mit durchgefiihrt. Zur einwandfreien Ausfithrung 


dieser Parallelbestimmungen wurden gleichzeitig mit den Warburg-— 


Messungen _ Schiittelkul- 


S 


x 


8 
7 kolben auf jeweils der 10- 
6 fachen Menge der in den 
S KulturgefaBen der War- 
s burg-Apparatur verwende- 
g 


S 


is ten Nahrlésung bei an- 

10 3 nahernd gleicher Schiittel- 

2 frequenz gezogen. Die er- 

5 7 haltenen Werte wurden 

rechnerisch auf die in den 

TE BELO POR RE PLES Warburg-Kélbchen vorlie- 

Abb. 1. SO,”-Verarbeitung und pq-Kurven zweier gende Substratmenge be- 
Asp. niger-Stimme. Stamm 2 e pq-Kurve, ° SO,-S; 

Stamm 3 x pqg-Kurve, A SO,-S zogen. 


Bei allen untersuchten 
Staémmen war die zeitliche 
Reihenfolge: Atmungs-My- 
celgewichts-Maximum der 
SO';-Verarbeitung im Ge- 
samtstoffwechselgeschehen 
deutlich erkennbar. 

Die Wachstumsmessun- 
gen unter Zugrundelegung 
des Myceltrockengewichts 
ILE, ne Se” ae ee BE wurden nun wie alle fol- 


Abb. 2. Wachstumskurven (Myceltrockengewicht) der genden Untersuchungen an 


Stiimme J und 2 sowie SO,”-Verarbeitungs- und py-Kurve 6 4s.-Stim TOT ns 
von Stamm /. Wachstumskurven: o Stamm J, iy S amides pions 
x Stamm 2, 1 SO.-S, A pa-Kurve men, wobei die Stamme 


ausgewahlt wurden, welche 
neben einer sehr hohen SO‘-Verarbeitung ein besonders rasches 
Wachstum aufwiesen. Abb. 2 zeigt die Wachstumskurven der Stiimme / 
und 2, sowie die zugehérige py- und SO‘/-Verarbeitungskurve von 
Stamm 7. 

Bei fast allen untersuchten Staémmen fielen die Maxima der SO‘{- 
Verarbeitung und die Mycelhéchstgewichte im Entwicklungsablauf der 
Pilze zeitlich zusammen. Auch die stiirkste Substratséuerung wurde in 
diesem Wachstumsabschnitt beobachtet. Relativ starke Abweichungen 
hiervon zeigte, wie aus Abb. 3 hervorgeht, nur Stamm 4. 


SUHVFRHVS SE 
S des 50y{mg/200cm3) 


turen in 100 ml-Enghals- — 
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Gesamt-S-Gehalt im M ycel 
In Verbindung mit den Trockenmycelgewichtsbestimmungen wurde 
laufend auch der S-Gehalt des Mycels ermittelt. Abb. 4 laBt ein auBer- 
ordentlich starkes Absinken des Mycel-S-Gehalts mit dem Einsetzen der 
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Abb. 3. Wachstums-SO,’-Verarbeitungs- und pg-Kurve von Stamm 4.0 py-Werte, 
x S$O,-Verarbeitung bezogen auf 200 em* Nihrlésung ITI, Abnahme in mg, « Wachstum 
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Abb. 4. Mycel-S-Gehalt der Stiimme / und 2 (die nicht gezeichneten Kurven der Stiimme 4285 
und 3 entsprachen 2 bzw. 1). —— Mycel-S, —— Mycel-Gewicht 


Autolyse erkennen (Stamm 4285 und 2). Bei einzelnen Stémmen stieg 
dieser jedoch noch kurze Zeit nach Beginn der Autolyse leicht an, um 
dann erst sehr steil abzusinken (Stamm / und 3). 
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Alkohol- und Sdéurebildung 


Um weitere Stoffwechselvorgénge zu erfassen, wurde bei den 6 Unter- 
suchungsstaémmen die Alkoholbildung und die Bildung organischer Séuren 
in den Substraten untersucht. Die bei allen Untersuchungsstémmen im 
Substrat enthaltenen Eiweifkérper muBten genau untersucht werden, 
ebenso wie das schon von RIPPELu. BEHR (1936) im Substrat von Asp. niger 
nachgewiesene Glutathion. Parallel zu allen diesen Bestimmungen wur- 
den jeweils die SO-Verarbeitung und die py-Werte in den Substraten 
bestimmt. Erst unter voller Beriicksichtigung der Ergebnisse dieser 
Untersuchungen war die Auswahl geeigneter Abtrennungs- und Be- 
stimmungsmethoden zur Aufstellung der S-Bilanzen und die Charakteri- 
sierung bisher unbekannter S-organischer Verbindungen aus den Kultur- 
substraten méglich. 


Tabelle 2. Alkoholbildung der Asp. niger-Stimme 


Maxima der Standkulturen Schiittelkulturen 
S0%- l zi 
Verarbeitung Alkohol in ve ’ Alkohol in * “ 
in % mg/200 cm? Stamm Nr. mg/200 em* Stamm Nr. 
30—50 | 189; 3; 3; 
50—60 2153/2385 Ged) ie 
60—70 324; 280; 353;| 29; 1; 3; ce 294; 29; 3; 4; 6; 
162; 174; | 
70—80 368; 4285; | 207; | 4285; 


Alle 6 untersuchten Stéimme bildeten in Standkultur aerob zum Teil 
recht betrachtliche Mengen Alkohol, wie Tab. 2 fiir Stand- und Schiittel- 
kultur zeigt. Die gleichfalls aufgezeichneten Maxima der SO‘/-Abnahme 
sollen lediglich die Fahigkeit der einzelnen Staémme zur SO'4-Verarbeitung 
aufzeigen. Auch die Beliiftungskulturen wiesen eine Alkoholbildung von 
4—42 mg je Kultur und eine 12—56% ige SO4-Verarbeitung auf. 

Allgemein bildeten alle Untersuchungsstaémme auf Nahrlésung ITI er- 
hebliche Mengen Alkohol, besonders in aerober Standkultur. Bei den 
Stimmen mit der héchsten SO4-Verarbeitung konnten die gréBten 
Alkoholmengen nachgewiesen werden. Zeitlich liegt die maximale Alko- 
holbildung im Stoffwechselgeschehen vor dem Maximum der SO4-Ab- 
nahme, wihrend die stiirkste Bildung organischer Saéuren zeitlich mit der 
maximalen SO'-Verarbeitung zusammenfallt. Uberhaupt konnten die 
in jedem Entwicklungsstadium gebildeten organischen Sauren mit Hilfe 
der nur qualitativ-orientierend vorgenommenen papierchromatographi- 
schen Untersuchung nur in kleinen Mengen nachgewiesen werden. Da es 
sich um sehr kleine Mengen handelt, wurde auf eine quantitative Be- 
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stimmung verzichtet. Stamm / erwies sich als Citronensaure-!, Stamm 4285 
als Oxalsdurebildner. Brenztraubensaure konnte fast bei allen Stammen 
und in den meisten Wachstumsstadien nachgewiesen werden, wahrend 
Propionsadure und Bernsteinsaure weniger oft und nur in kleinsten Mengen 
nachgewiesen werden konnten. 

Zusammenhang und Verlauf der beiden konkurrierenden Stoffwechsel- 
typen, die in der Alkoholbildung einerseits und in der Fettsaurebildung 
andererseits ihren Ausdruck finden, ergaben das gleiche Bild, wie es im 
wesentlichen von RavEux (1950, 1954) und Scumrpt-LoRENz (1955) 
ausfihrlich erértert und beschrieben wurde. Eigenartig und unerklarlich 
blieb allerdings die Feststellung, daB die Bildung von Citronensaure, die 
ja im stark sauren pq-Bereich der Substrate hatte begiinstigt sein mtissen 
(vgl. RrppeL-BaLpEs 1955, 8. 184), nur bei einem einzigen Stamme nach- 
gewiesen werden konnte. 


Substrat-HiweiB und Glutathion 


Durch Ausfallung mittels Phosphorwolframsaiure und Trichloressig- 
sdure konnte in den meisten Fallen eine quantitative Ausfallung des 
Substrat-EiweiBes erreicht werden. Lediglich bei den Stémmen 29, 4 
und 5 verblieb eine schwer abtrennbare EiweifB-Restfraktion?. Abb. 5 
zeigt die Substrat-EiweiB- 
bildung im Verlaufe des Ce a eae ee 
Wachstums bei 3 Stammen, ; 
die nach HILLER (1922) gra- 
vimetrisch iiber die sorgfaltig 
getrockneten Fallungen ver- 
folgt werden konnte. Das 
hohe Gewicht der Eiweib- 
fallungen erklart sich aus 
dem sehr groBen  spezifi- 0 
schen Gewicht der Phosphor- Abb.5. Substrat-Hiweifbildung (Phosphorwolfram- 
wolframsiure,diezurFéllung wenden a eT 
in betrachtlicher Menge an- e Stamm 7,0 Stamm 2, x Stamm 3 
gewandt werden muBte. (Der 
EiweiBanteil der Phosphorwolframsaure-Fallungsniederschlage betragt 
etwa 1,8—2% reines Eiweif bezogen auf den Trockenniederschlag. ) 

Der Verlauf der Substrat-EiweiBbildung zeigte bei allen Unter- 
suchungsstiémmen im friihen Stadium des aktiven Wachstums einen 
steilen Anstieg. Lange vor dem Erreichen der Mycelhéchstgewichte sinkt 
der EiweiBgehalt stark ab, um dann erst wieder im Zeitpunkt der Autolyse 


: 
| 
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1 Wurde gesondert gravimetrisch als Ca-Salz bestimmt (vgl. Scumripr-LORENZ 


1956). 
2 Pallbar nur mit Sulfosalicylsaiure, jedoch nur sehr kleine Mengen. 
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anzusteigen. Gleichzeitig vorgenommene py-Messungen und SO4-Be- 
stimmungen im Substrat ergaben einen normalen Verlauf wie in Abb. 2. 
Lediglich bei Stamm 4 (Abb. 6) konnte ein ausgesprochen abnormer Ver- 
lauf der py-Kurve festgestellt werden (vgl. auch Abb. 3). Die héchste 
H+-Konzentration im Substrat trat hier lange vor Erreichen des Maxi-— 
mums der SO4/-Verarbeitung auf. 

Die papierelektrophoretische Untersuchung von dialysiertem Substrat-_ 
Eiweif ergab bei allen Untersuchungsstémmen zwei hinsichtlich ihrer 
Ladung und Wanderungs- 
geschwindigkeit verschie-— 


in we dene Substrat-Eiweiffrak- 
6000 tionen, wodurch auch die 
Abtrennung der Gesamt- 
Adds substrat-Eiweibfraktion 
Tee mittels Fallung durch zwei 
verschiedene Fallungsmit-— 
7000 tel (nacheinander im glei- 
chen Substrat) erklarlich 


wird. 

Die qualitative und halb- 
quantitative papierchroma- 
_|, |,  tographische Untersuchung 

0 Fog Al BPE, ee PRE ROtaGe der Substrat-Eiweif-Hy- 

Abb. 6. Substrat-EiweiB-, SO’-Verarbeitungs- und drolysate der Untersu- 
Pu-Kurve von Stamm 4. © pq-Kurye, x SO,-Abnahme chungsstaémme, besonders 

5 gd im Hinblick auf deren Ge- 
halt an S-Aminoséuren, 
zeigte, daf’ Methionin in allen Wachstumsstadien ebenso wie Cystin- 
Cystein, jedoch in gréBerer Menge als letztere, vorhanden war. Cyclische 
Aminosiuren konnten nicht nachgewiesen werden. Im iibrigen ergaben 
sich hinsichtlich des Vorkommens an Protein-Aminosiuren und deren 
mengenmafigem Vorliegen aihnliche Verhaltnisse, wie sie zum Teil bei 
anderen Mikroorganismen schon gefunden wurden (vgl. PFENNIG 1956, 
Riprev-Baupes u. Mitarb. 1956, Rrrrer 1954). AuBer den genannten 
konnten keine weiteren S-haltigen Aminosduren nachgewiesen werden 
(vgl. S. 238 Radiogramm). 

Die auf vorstehend beschriebenem Wege iiber die chromatographische 
Bestimmung des Cystin-Cystein- und Methioningehaltes der einzelnen 
Hydrolysate errechneten S-Werte der Substrat-EiweiBfraktion betrugen 
zwischen 40—60, gelegentlich 80° der mittels der Wurzscumirr- 
Methode erhaltenen, genauen Substrat-EiweiB-S-Werte. 

Obwohl nun die halb-quantitative papierchromatographische Be- 
stimmungsmethode besonders der S-Aminosiuren sehr ungenau ist (vgl. 
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Potson 1947), erschienen diese Differenzen doch zu hoch. Der Verdacht 
einer Bindung der SO{ aus den Substraten an die Substrat-EiweiBkérper 
schien berechtigt, da hierzu optimale Bedingungen in den Substraten 
vorlagen. So wird nach Pauut (1926), CoHN (1943) und anderen Autoren 
die hohe H+-Konzentration und die Gegenwart recht beachtlicher Mengen 
von Alkohol in den Substraten eine SO’;-Bindung an die Substrat-Eiweib- 
korper stark fordern. Eine Storung der SO’/-Bestimmung (gravimetrische 
Bestimmung als BaSQ,) lag 


bestimmt vor, nur muBte Tabelle 3. Glutathion- Bestimmungen 
das AusmaB dieser Fehler- Stamm | Alter der Kultur | Glutathion in 
quelle noch genau bestimmt 3 uate pig R00 cay 
werden, was mit Hilfe ®S 1 3 14,6 
markierter H,SO, gesche- 6 11,2 
hen sollte (vgl. S. 237). 13 LS 
Glutathion konnte im 2 3 16,4 
Substrat der Stamme /, 2 i: ee 
und 4285 in ahnlich groBen tg 
Men bh : * 4285 3 11,4 
gen nachgewiesen wer 6 | 10.2 
den wie schon von RIPPEL 13 12.5 


u. Breuer (1936). Bei den 

Stammen 3, 5 und 6 fanden sich nur sehr geringe Mengen. AuBerdem 
waren die erhaltenen Werte schlecht reproduzierbar. Ihre Streuung um 
den Mittelwert (4 Parallelkulturen) war so stark, daB die Storung der Be- 
stimmungsmethode durch im Substrat dieser Staémme vorliegende unbe- 
kannte Verbindungen angenommen werden muBte. In diesen Fallen wurde 
dann auf die Durchfithrung der Bestimmung verzichtet. Tab. 3 zeigt 
das Ergebnis der Glutathionbestimmung bei 3 verschiedenen Stammen. 


Bestimmung freier SH-Gruppen 


Nachdem im Verlaufe der bisher beschriebenen Untersuchungen Gluta- 
thion und Cystin-Cystein in den Substraten nachgewiesen worden waren, 
erschien es nétig, die Gesamt-SH-Gruppen-Konzentration zu bestimmen. 
Gerade dem in SH-Gruppen eingebauten S kommt ja im Ablauf vieler 
Stoffwechselvorginge erhéhte Bedeutung zu, nicht nur bei der starken 
aeroben Alkoholbildung, auch bei dem Aufbau und Abbau der Eiweif- 
k6rper selbst (s. LEHNARTZ-FLASCHENTRAGER). Abb. 7 zeigt die Sub- 
strat-SH-Gruppenkonzentration zweier Stamme in jeweils 5 verschie- 
denen Wachstumsstadien. Der starke Anstieg des SH-Gruppen-S im 
Friihstadium des aktiven Wachstums ist im Zusammenhang mit der 
intensiven Alkoholbildung im gleichen Zeitabschnitt besonders  inter- 
essant (vgl. Ropotnowa 1949). 


Es muBte nun versucht werden, méglichst alle SH-Gruppen tragenden in den 
Substraten vorliegenden Verbindungen qualitativ zu erfassen. Es kamen ja hier sehr 
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viele S-organische Verbindungen in Frage, die im Verlaufe der Substrataufarbeitung 
wegen ihrer leichten Fliichtigkeit oder zum Beispiel durch Adsorption an die relativ 
groBen Mengen der zu Beginn der Aufarbeitung in den Substraten ausgefallten 
BaSO,-Niederschlage verloren gegangen sein konnten. 

Der Versuch tiefer (bis + 130°) siedende S-organische Verbindungen durch 
fraktionierte Destillation aus den Rohsubstraten abzutrennen und mittels geeigneter 
Reagentien nachzuweisen, ergab jedoch, daB weder Mercaptane, Thioather noch 
Schwefelsiiureester vorliegen kénnen. Das Vorkommen letzterer wurde auBerdem 
noch in einem gesonderten Versuch (saure 
Verseifung vgl. auch RippeLt u. BEHR 


od 
1936) gepriift und vdllig einwandfrei fest- 
4y EA gestellt, daB diese Verbindungenaufkeinen 
Fall in den Kultursubstraten vorliegen 
kénnen. Ebenso’ verliefen Versuche, 
vi wasserdampffliichtige S-organische Ver- 
bindungen aus den Substraten durch 
2 Wasserdampfdestillation abzutrennen, ne- 
gativ. 
7 Sowohl die fraktionierte als auch die 
Wasserdampfdestillation muBten vorzei- 
0 tig abgebrochen werden, da aus den Roh- 
S Substraten der Staémme 4285, 29, 2, 3 
und 4 bei etwa 125—145°C (bzw. nach 
y es 30 min Durchleiten von iiberhitztem 
sat Wasserdampf) betrachtliche Mengen H,S 
entwichen, waihrend gleichzeitig Brenz- 
I traubensiure und NH, ins Destillat mit 
iibergingen. Ging den Destillationen je- 
2 doch eine Ausfaillung und Abtrennung der 
gesamten SOY und SOY in den Kultur- 
7 substraten voraus, so traten die oben an- 
gefiihrten Verbindungen erst dann in die 
Destillate iiber, wenn die Substrate fast 


7] RF 30 % 2  2siageso bis zur Trockne eingeengt waren. Sie 
diirften dann das Ergebnis einer Pyrolyse 
Stbunten sidan eat yp ager gewesen sein. Tm Verlaufe der Wasser 
ard dampfdestillation traten sie dann iiber- 

haupt nicht mehr auf. 

Diese Feststellungen lassen den SchluB zu, daB die SO,” oder SO,” irgendwie an 
diesem Vorgang beteiligt sind. Zieht man die Reaktionsprodukte (H,S, Brenz- 
traubensdiure und NH,) in Betracht, so fallt auf, daB® diese beim enzymatischen 
Abbau zum Beispiel des Cystins (Cystein-Desulfurase) ebenfalls auftreten (vgl. 
RipreL-BaLprs 1955 und Brykiey 1943). Cystein-Cystin ist, wie die papier- 
chromatographische EiweiBuntersuchung ergeben hatte, in allen Kultursubstraten 
vorhanden. Trotzdem braucht aber im vorliegenden Falle wegen des EiweiScharak- 
ters der Enzyme, auch der Cystein-Desulfurase (Hitze-Denaturierung), mit ferment- 
katalytischer Einwirkung sicherlich nicht mehr gerechnet zu werden. Es erscheint 
so sehr wahrscheinlich, da eine Cystin-Spaltung, wie sie ScuOpert (1940) be- 
schrieben hat, vorlag. Nach diesen Untersuchungen werden Disulfidbriicken bei 
Kinwirkung von Cyaniden, Sulfiten oder Sulfiden gespalten. 


Die intermediir entstehende Cysteinsulfosiure ist metastabil und zerfillt in 
Brenztraubensiure, H,S und NH. 
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Da zum Aufbau der S-haltigen Aminosauren eine Reduktion des SO‘{-S un- 
bedingt erforderlich ist, die ohnehin iiber SOY als Zwischenstufe vor sich geht, fallt 
die Vorstellung leicht, da8 im Moment des Eintretens der Reaktion geniigend SO% 
im Substrat enthalten waren, um diesen Abbau zu erméglichen. Sollte es sich 
wirklich um derartige Spaltungsvorginge handeln, so muB méglicherweise mit 
kleineren S-Verlusten im Verlaufe des Substrataufarbeitungsganges, ja vielleicht 
sogar wahrend der Kultivierungsdauer im Brutraum gerechnet werden. Es ergibt 
sich so eine Fehlerquelle, die zu niedrige S-Werte innerhalb der S-Bilanzen zum Teil 
erkliren kénnte. 

Die zweite groBere Fehlerméglichkeit bestand nun allerdings nicht nur, wie vor- 
stehend erwahnt, in einer etwaigen Adsorption S-organischer Verbindungen an die 
BaSO,-Niederschlage im Verlaufe der Gesamt-SO-Abtrennung aus den Sub- 
straten. Manche S-organische Verbindungen, wie z. B. Chondroitin- und Mucoitin- 
schwefelsiure sowie Heparin, bilden mit Ba’ ebenfalls schwer lésliche Salze. Da die 
beiden erstgenannten Verbindungen bereits im schwach sauren Bereich unter voll- 
standiger Abgabe ihrer Schwefelsaurereste verseift werden, konnten sie im Gegensatz 
zu Heparin eine derartige Stérung kaum hervorrufen. Weiterhin wurden Versuche 
vorgenommen, gegebenenfalls adsorbierte oder mitausgefallte Verbindungen durch 
Extraktion der BaSO,-Niederschlage mit dest. Wasser und einer Reihe anderer 
Lésungsmittel abzutrennen. Die durch Einengen im Vacuum und vélligen Wasser- 
entzug im Exsiccator iiber P,O; erhaltenen sehr geringen Riicksténde aus den 
Extrakten enthielten jedoch nur kaum nennenswerte Spuren organischer Substanz. 
Vor der Extraktion mit lauwarmem Wasser gut gewaschene BaSO,-Niederschliage 
enthielten keinerlei organische Substanz mehr. Hinweise auf die Gegenwart von 
Heparin in den Substraten ergaben sich in keinem Falle. 


Acetonfillbare Fraktion 


Erschwerend bei der Aufstellung von S-Bilanzen muBte auch die Tat- 
sache wirken, da aus den Substraten von Standkulturen aller Unter- 
suchungsstamme mittels Aceton eine zwar mengenmaBig geringe, aber 
stark S-haltige Fraktion ausgefallt werden konnte, iiber deren Zuordnung 
zu einer bestimmten Klasse chemischer Verbindungen noch nichts Ge- 
naueres ausgesagt werden konnte. Die Fallung wurde im stark einge- 
engten Filtrat der EiweiBfallung unter Zufiigen gréBerer Acetonmengen 
erreicht. Nahere Untersuchungen dieser Fraktion wurden im Isotopen- 
versuch vorgenommen (s. 8. 238). 


2,4-Dinitrophenylhydrazon-Fiallung 

Aufer den durch die Acetonfallung erfaBten unbekannten S-organi- 
schen Verbindungen gelang noch die Abtrennung C=O-Gruppen und § 
enthaltender, nicht naher bekannter Verbindungen aus den Substraten 
mittels Fallung durch 2.4-Dinitrophenylhydrazin. Durch dieses Reagens 
werden alle Keto- und Aldehydgruppen enthaltenden Verbindungen 
meist schon im Moment der Zugabe kristallin als 2,4-Dinitrophenyl- 
hydrazone gefallt. Die S.Gehaltsbestimmung nach Oxydation in der 
Nickelbombe zeigte bei allen untersuchten Stammen einen relativ hohen 
S.Gehalt der Rohhydrazonfallungen an. 
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Den Versuchen der Auftrennung dieser Fraktionen in definierte Einzel- 
komponenten mufte eine gute Reinigung der Niederschlage durch Re- 
kristallisation vorausgehen. Die Léslichkeit der Hydrazonfraktion samt- 
licher Untersuchungsstémme und in allen Wachstumsstadien lie8 keine 
deutlichen Unterschiede erkennen. Sie waren in Methanol, Athanol und 
Aceton vollstaéndig und gut léslich, wahrend sich in Benzol nur etwa 
ein Drittel der Gesamtmenge léste. Die Benzol-losliche Unterfraktion 
war stets blutrot, die athanolische orange-braun gefarbt. 

Zur weiteren Untersuchung erschien es nun zweckmabig, die Roh- 
hydrazon-Niederschlage zunachst im Soxhletapparat mit Benzol so lange 
zu extrahieren, bis das Lésungsmittel farblos tiberging, und den unlés- 
lichen Anteil anschlieSend vollstandig in Athanol aufzulésen. Die weitere 
Trennung der so erhaltenen Fraktionen wurde séulenchromatographisch 
vorgenommen und die S-haltigen Verbindungen im Isotopenversuch bei 
unverdndertem Aufarbeitungsgang abgetrennt (vgl. S. 240). 

Da nun von Anfang an die Absicht bestand, im Substrat von Asp. niger- 
Kulturen enthaltene S-organische Verbindungen méglichst vollstandig 
abzutrennen, um die zu einer Identifizierung nétigen chemischen Unter- 
suchungen durchfiihren zu kénnen, mute auch versucht werden, die 
S-haltigen Fraktionen in méglichst groBen Mengen zu gewinnen. Dies 
war zum Teil schon durch die Auffindung geeigneter Abtrennungs- 
methoden (Fallung als 2,4-Dinitrophenylhydrazone und Acetonfallung) 
gelungen. Auch lieferten die nach einem experimentell genau ermittelten 
Substrataufarbeitungsgang aufzustellenden S-Bilanzen in verschiedenen 
Wachstumsstadien Hinweise fiir den zur praparativen Abtrennung der 
Einzelfraktionen mit gro8ter Ausbeute geeignetsten Zeitpunkt im Wachs- 
tumsverlauf der Kulturen. 


Anwendung von *S markierter Schwefelsiiure 


Nachdem durch das Ergebnis der vorstehend beschriebenen An- 
reicherungsversuche der Weg zu einer praparativen Gewinnung der 
Substrateinzelfraktionen gefunden war, mute nun noch versucht werden, 
die im Rahmen der gesamten Untersuchungen unbeantwortet gebliebenen 
Fragen und Probleme zu lésen. Es handelte sich hauptsichlich um die 
SO{-Bindung an die Substrat-Eiwei&Bkérper und die damit verbundene 
Storung der SO’/-Bestimmung und der des Substrat-EiweiB-S-Gehaltes, 
sowie die Identifikation der S-haltigen Komponenten der adsorptions- 
chromatographisch getrennten 2,4-Dinitrophenylhydrazon-Fraktion und 
eine genauere Untersuchung des mit Aceton fallbaren Substratanteils. 

Die weitestmégliche Klarung dieser Fragen war in erster Linie auch 
zur Aufstellung genauer S-Bilanzen in verschiedenen Wachstumsstadien 
erforderlich und die entsprechenden Untersuchungen wurden nun in 
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Isotopenversuchen unter Verwendung von ®S-markierter H,SO, durch- 
gefihrt. 

Die Verwendung dieses radioaktiven Indicators muBte bei der Auf- 
arbeitung der Substrate fiir die vollstandige Erfassung der S-haltigen 
Fraktionen eine gréBere Genauigkeit gewihrleisten. In den vorange- 
gangenen Untersuchungen war es oft nicht méglich, S-Gehaltsbestim- 
mungen durchzufiihren, da die aus Niederschlagen isolierten Einzel- 
fraktionen so gering waren, daB die Genauigkeit der gravimetrischen 
Bestimmungsmethoden nicht ausreichte. Die Isotopenmethode gestattet 
hingegen noch die Erfassung praktisch gewichtsloser Mengen. Sie erlaubt 
eine Uberpriifung der Vollstindigkeit und Giite der bisher im Auf- 
arbeitungsgang angewandten Trennungsverfahren und bewahrte sich 
besonders bei den Untersuchungen der Eiwei8-Hydrazon- und Aceton- 
fraktion. Die Untersuchung der SO’{-Bindung an die freien NH,-Gruppen 
der Substrat-Eiwei8k6rper konnte rasch und sehr genau ausgefiihrt 
werden. 

Obwohl iiber die Toleranzdosen bei Aspergillus niger noch keine niheren Angaben 
vorliegen, so ist doch auf keinen Fall eine strahlungsbedingte Anderung des Stoff- 
wechsels bei diesem Organismus anzunehmen. Zahlreiche Untersuchungen iiber die 
Strahlenwirkung auf die sehr viel empfindlicheren Bakterien rechtfertigen diese 
Annahme. Als Beispiel sei angefiihrt, daB beim vollstandigen Zerfall von 1 wC ®2P in 
1 g Wasser, Gewebe oder auch Bakterien, etwa 900 Réntgen an der Stelle erzeugt 
werden. 1 wC **P miiBte also etwa ein halbes Jahr an dieser Stelle verbleiben, damit 
sich dort diese Dosis ansammelt (vgl. HOLLABNDER 1954 und ForssBeErG 1943). Nach 
etwa 1000 Réntgen zeigen einige Bakterien bereits morphologische Veranderungen. 
Um die Halfte von Bacterium coli abzutéten, bendtigt man jedoch 5000 Réntgen. 

Irgend eine Beeinflussung des niederen Stoffwechsels oder des Eiweibstoft- 
wechsels konnte bei diesen Organismen allerdings auch dann noch nicht beobachtet 
werden. Es ist bekannt, daB die Toleranzdosen fiir die Stoffwechselbeeinflussung 
iiber die verschiedenen Fermentketten sehr unterschiedlich liegen. Sie koénnen 
zwischen 1000 und einigen Millionen Réntgen schwanken. 

Zieht man nun in Betracht, daB die bei den angefiihrten Untersuchungen 
ermittelten Werte fiir 32P gelten, so erscheint eine Beeinflussung der Stoffwechsel- 
vorgange durch die geringere Strahlungsenergie der ohnehin kleinen angewandten 
358-Dosen kaum annehmbar. Vergleichsweise liegt die Energie der Partikelstrahlung 
fiir ®2P bei B- = 1,69 meV, wahrend die wesentlich schwachere von ®S bei 0,167 meV 
liegt. Strahlungschemische Effekte, wie etwa die Bildung von H,O, oder echter 
Peroxyde im Substrat, sind demnach auch nicht anzunehnien. 

Befiirchtungen in bezug auf irgendwelche Veranderungen des Stoffwechsel- 
geschehens, bedingt durch Strahleneinwirkung, kénnen demzufolge bei den durch- 
gefiihrten Untersuchungen als unbegriindet ausgeschlossen werden. Ebenso gering 
war die Gefahr eines unphysiologischen S-Austausches innerhalb der einzelnen 
Molekiile. Diese Erscheinung wire allerdings fiir die angestrebten Untersuchungs- 
ziele gréBtenteils ohne Bedeutung gewesen. 

Die verwendete Zahlanordnung registrierte bei einem Ba**SO,-Niederschlag, 
gewonnen aus 2cm* Substrat der unbeimpften Nahrlésung, 41052 Impulse/Minute. 
1,5 mC %S wurden 11 Nahrlésung IIT zugefiigt. Es wurde also nicht tragerfrei 
gearbeitet. Die Selbstabsorption wurde bei allen Messungen der Ba**SO,-Nieder- 
schlage voll beriicksichtigt. 
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380,"-Bindung an Substratetwetp 


Die Bestimmung wurde in 3 verschiedenen Wachstumsabschnitten 
vorgenommen. In Reihe A wurde das Gesamt-SO'{ vor der EiweiB- 
abtrennung ausgefallt und gemessen, wahrend in Reihe B in umgekehrter 
Reihenfolge verfahren wurde. Im einzelnen sind die Versuche im metho- 
dischen Teil dieser Arbeit ausfiihrlich beschrieben worden. 


Tabelle 4. SO’/-Bindung an Substrateiweip 


Alter der | 
Kulturen Stamm $0,”-Bindung in % des Gesamt-SO,” . PH 
in Tagen 
5 Ly? ag Reihe A: 7,5 biased 
| 6,0 2,8 
4285 8,8 3,6 
12 INS: 11,0 2,4 
2 17,0 ee 
4285 19,6 1,5 
18 4 apa 22,0 3,1 
2 25,0 2,6 
4285 28,4 2,2 
5 T Weed Reihe B: 11,9 | 3,2 
2 4,3 2,8 
4285 | 5,9 3,6 
12 IN a a 21,3 2,4 
2 34,2 159 
4285 27,5 1,5 
18 ine ae 31,4 3,1 
Ky 5,2 2.6 
4285 57,2 2,2 


Tab. 4 enthalt die Prozentwerte des an EiweifS gebundenen SOj{’-S. 
Die Gesamtmenge des zugefiigten markierten *SO}’ wurde hierbei gleich 
100 gesetzt. Der Gehalt der Eiweiffraktion an ®S wurde nach AufschluB 
in der Wurzscumirt-Bombe und anschlieBender SO-Fallung durch 
Messung der Aktivitaét der BaSO,-Niederschlige ermittelt. Zerfallsrate, 
Selbstabsorption und Nullratenschwankung wurden hierbei genau wie 
bei den tibrigen Versuchen ebenfalls beriicksichtigt. Das Ergebnis zeigt 
deutlich, dafi das im Substrat in geléster Form vorliegende EiweiB groBe 
SO'y-Mengen zu binden vermag, da also die Abtrennung des Gesamt- 
SO{-S der Substrate unbedingt vor der Eiweifabtrennung erfolgen muB. 
Die groBen Niederschlagsmengen der Phosphorwolframsaurefallung be- 
dingen durch Adsorption und Einschlu& zusiitzliche hohe SO4-Verluste. 
Mehrfache Wiederholung dieser Versuche an verschiedenen Kulturen 
(Parallelkulturen) der gleichen Stiimme zeigte eine véllige Ubereinstim- 
mung der Werte lediglich bei gleichaltrigen Kulturen. Im Verlauf des 
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normalen Wachstums folgt die SOj-Bindung, wie zu vermuten war, der 
pu-Kurve. Die SO%-Bindung erreicht ihr Maximum im Stadium der 
héchsten H+-Konzentration des Substrats. Die Untersuchungen wurden 
in den gleichen Wachstumsabschnitten wie die zur Aufstellung der 
S-Bilanzen an den Staémmen /, 2 und 4285 vorgenommen. 


Bestimmung des S-Gehaltes der Substrat-HiweiBfraktion 
nach Beseitigung der gebundenen *SO‘;) 


Nun muBte versucht werden, die gebundenen *®SO{4-Ionen von den 
EHiweiBkorpern abzutrennen, da die ®SO%-Bindung als ausgesprochen 
unphysiologischer Proze8 die wirklichen Verhaltnisse beim eigentlichen 
S-Umsatz durch Asp. niger nur verschleiern kann. 


Versuche mit Dialyse. Zunachst wurde versucht, die gebundenen SO4-Ionen 
durch Dialyse (Kollodiumhiilse) von den durch Hitzekoagulation gewonnenen 
SubstrateiweiBkérpern bzw. von den Eiweifphosphorwolframsaure-Niederschlagen 
abzutrennen. Dialysiert wurde hierbei eine Aufschlammung in Salzsiure-Natrium- 
borat-Puffer bei pp 7,7 gegen dest. Wasser von 20° C. 

In diesem Bereich liegen Aminosaiuren als Zwitterionen vor, und die Bedingungen 
zur Abspaltung der gebundenen #SO//-Ionen miissen optimal sein. Die Ergebnisse 
dieses Versuches befriedigten jedoch nicht. Einmal war die Dialysendauer sehr lang 
(12—14 Std je 500 mg Eiwei8), und dann waren die zu dialysierenden Niederschlags- 
mengen (EiweiBphosphorwolframsaurefallung) sehr groB (3—6 g). Auch konnte in 
den Hydrolysaten der durch Dialyse gereinigten Substrat-EiweiBfraktionen noch 
35S$0’/ nachgewiesen werden, was eine unvollkommene SO{-Abtrennung nach 
dieser Methode nachwies. 


Zur vollsténdigen Abtrennung und Beseitigung der gebundenen *SQ;’ 
erwies sich eine in der Radiochemie haufig in ahnlich gearteten Fallen 
angewendete Methode als brauchbar. Sie sei im folgenden naher be- 
schrieben. 

%§O/-Abtrennung tiber chemischen Austausch gegen SOj. 
Dieses Verfahren konnte angewendet werden, da bei den Bestimmungen 
des S-Gehaltes der SubstrateiweiBfraktion (AufschluB nach WuRrz- 
scumirr, Fallung als Ba®*SO, und direkte Messung dieses Niederschlags 
unter dem Glockenzahlrohr) durch Aktivitétsmessung ja lediglich *S 


erfaBt wird. 


Die Eiwei8phosphorwolframsaure-Niederschlage wurden vollstandig in n/10 H,SO, 
(50 cm3 je 500 mg Eiwei8) aufgeschlammt und unter Riihren (Magnetrithrer) 5 bis 
10 Std bei Zimmertemperatur stehengelassen. In dieser Zeitspanne vollzog sich ein 
fast vollstandiger Austausch der gebundenen ®SO/{/-Ionen gegen die inaktiven SO7- 
Tonen der Austauschlésung. Aus den Hydrolysaten von Substrat-Eiwei8-Fraktionen, 
die nach diesem Verfahren behandelt worden waren, konnte jedenfalls kein ®°S- 
aktives BaSO, mehr ausgefallt werden. 

Um nun absolut *SO//-freies Eiweif fiir die Bestimmung der reinen Amino- 
siure-S der SubstrateiweiBfraktionen zu gewinnen, wurden beide angefiihrte 
Methoden miteinander kombiniert. Durch Dialyse gereinigtes SubstrateiweiB wurde 
also auBerdem noch iiber die Methode des chemischen Austausches von ge- 
bundenem *SO% befreit, gut getrocknet und der Ba%5SO,-Messung unter dem 

16* 
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Zahlrohr nach vorheriger Oxydation (WuRzscHMITT-Bombe) und Fallung mit BaCl, 
zugefiihrt. Die so erhaltenen Werte muBten den Genauigkeitsanspriichen einer 
quantitativen Bestimmungsmethode geniigen und auBerdem einwandfrei die vom 
Pilz aktiv umgesetzten *SO%-Mengen, soweit der ®°S des *SO, jedenfalls ins 
SubstrateiweiB eingebaut wurde, zeigen. 

Der prozentuale Gehalt der SubstrateiweiBkérper an *S in den ver- 
schiedenen Wachstumsstadien war bei fast allen untersuchten Stammen 
ahnlich hoch. Abb. 8 zeigt die bei Stamm J gefundenen Verhaltnisse. 

Die autoradiographische Untersuchung der Substrat-Eiweifkorper 
(Papierelektrophorese und Papierchromatographie) bestatigte die Be- 
funde der vorangegange- 
nen Untersuchungen an 
inaktivem  Substrat-Ei- 
wei auf diesem Gebiet 
vollstandig. Insbesondere 
fanden sich auch hierbei 
auBer Cystin und Methio- 
nin keine anderen S-hal- 
tigen Aminosauren. 


SN WEG FN ® © 
S (mq/Gesamt-Substrat-Eiw.) 
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wineana' ser Rae re ‘piweil pildung, x Eiwel8-S- Gehalt Da alle Versuche mit ®S 

als Leitisotop im Stand- 
kulturverfahren ausgefiihrt wurden, muBte im Aufarbeitungsgang 
zwischen Eiweif- und Hydrazonfallung eine Acetonfallung eingefiigt 
werden. Die auferordentlich stark S-haltige Fraktion konnte nur auf 
diesem Wege abgeschieden werden. Die so erhaltenen Fallungsnieder- 
schlage waren mengenmafig sehr gering, etwa 100—150 mg/500 cm (vgl. 
8. 233), enthielten jedoch sehr groBe S-Mengen. Die Farbe der Nieder- 
schlage war kurz nach ihrer Abtrennung durch Filtration iiber Membran- 
filter rosa-violett, verblaBte jedoch nach lingerem Trocknen an der Luft 
und im Exsiccator zusehends, so da sie nach etwa einer Woche bis 
14 Tagen fast weifs erschienen. Wurden sie im Wasser aufgeschlammt 
und mit einem Reduktionsmittel, etwa Na,SO,, versetzt, so nahmen sie 
wieder ihre rosa-violette Farbe an, die jedoch nach erfolgter Abtrennung 
und Trocknung an der Luft auch wieder verschwand. Zieht man in 
Betracht, dafi Phosphorwolframsaure, die ja auch nach der EiweiBab- 
trennung noch im Substrat enthalten war, mit SH-Gruppen eine inten- 
sive Blaufarbung ergibt, die nach langerer O,-Einwirkung, also an der 
Luft, ebenfalls stark verblaBt, so liegt die Vermutung nahe, daB der 
Niederschlag 8 in Form von SH-Gruppen enthialt. Die erwahnte Eigen- 
schaft der Phosphorwolframsiaure wird auch vielfach zur quantitativen 
Bestimmung von SH-Gruppen nach KAMENOSUKE SHINOHARA (1935) 
herangezogen. 
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Die anfangliche Vermutung, es kénnten S-haltige Eiwei®k6rper vor- 
hegen (zufolge der auBerst geringen Mengen, um die es sich handelte, 
konnte leider keine quantitative N-Bestimmung ausgefiihrt werden; 
der qualitative Nachweis fiir N konnte jedoch erbracht werden), konnte 
experimentell nicht gefestigt werden. Versuche, die Niederschlige mittels 
der gebrauchlichen Hydrolysemethoden der Eiwei®chemie in einzelne 
Aminosauren zu spalten, zeitigten keinen Erfolg. Da die anschlieBende 
papierchromatographische Untersuchung lediglich eine normalerweise 
der Melanoidinfraktion in Farbe und R;-Wert vergleichbare Zone nach- 
wies, kénnte es sich vielleicht um Schleimstoffe von z. B. Mucoitin- 
charakter handeln, die nach TaKanara (1924) leicht dazu neigen, mit 
Eiwei8 basischer UberschuBladung, wie es in den Substraten ja vorliegt, 
schwer lésliche, salzartige Verbindungen einzugehen. Der hohe Kohlen- 
hydratanteil dieser Verbindungen wiirde dann ohne Zweifel im Falle einer 
HCl-Hydrolyse die vollstandige Zerstérung der gleichzeitig vorhandenen 
Protein-Aminosaéuren und ihre Uberfiihrung in Humine bewirken (vgl. 
Korrany 1951, 1955; Neusere 1927; SaHrro AKaporr 1933). Auch 
diese Vermutung konnte allerdings nicht experimentell gefestigt werden. 

Durch enzymatische Hydrolyse kénnte in diesem Falle vielleicht 
Klarheit geschaffen werden. Beachtenswert ist, daB die durch Aceton 
fallbare Fraktion in den Anfangsstadien des aktiven Wachstums der 
Kulturen anscheinend nicht im Substrat enthalten ist. In diesen Wachs- 
tumsabschnitten trat jedenfalls keine Ausfallung ein. Der Fallungsvor- 
gang selbst wurde in den auf 20—40 cm® eingeengten Filtraten 
der EiweiBfallung vorgenommen. Die Niederschlagsbildung trat erst 
nach Zusatz von 20 cm? fast wasserfreiem Aceton auf. Sie war flockig 
und nach dem Trocknen feinpulvrig, unléslich in Wasser und organischen 
Lésungsmitteln. Eine mit Wasser aus dem rosa-violetten Niederschlag 
hergestellte Suspension wanderte im Chromatogramm bei Verwendung 
von Butanol-Eisessig als Lésungsmittel sehr schnell (etwa R;y-Werte des 
Methionins), war jedoch mit Ninhydrin nicht anfarbbar. Die schwache 
Eigenfarbe des Niederschlags blieb jedoch erhalten. 


Hydrazone 


Diese Fallung verlief genau auf bereits beschriebene Weise. Da die 
Fallungen *S-aktiv waren, bestand Aussicht, die Ergebnisse der saulen- 
chromatographischen Trennungsginge zu tiberpriifen, vor allem die ein- 
zelnen Zonen auch ohne vorherige Oxydation des enthaltenden S zu SO7 
in der Nickelbombe direkt unter dem Zahlrohr zu messen. Um eine 
wirklich vollstandige Abtrennung der Keto- und Aldehydgruppen ent- 
haltenden organischen S-Verbindungen durch Fallung mit 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazin zu erreichen, konnte Aceton vor der Fallung als Trager 
zugesetzt werden. Meist war dies unnotig, da die Substrate von der 
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vorhergehenden Acetonfallung her noch groBe Mengen dieser Verbindung 
enthielten. Auch bei diesen Versuchen fielen die dunkelroten Anteile des 
Niederschlags, also die S-reichste Fraktion, erst nach starkem Einengen — 
des Reaktionsgemisches im Vakuum aus. Die Niederschlage wurden in 
Benzol- und Athanolfraktionen aufgeteilt und wie beschrieben an saurem 
Aluminiumoxyd  verdrain- 


Roh -Produkt gungs-chromatographisch 
\ an der Saule getrennt. 
benzo! ~ Extraktion Ein Versuch, die Einzel- 


fraktionen in kleinen Filter- 
papierstiickchen aufzusau- 
gen und diese nachscharfem 
Trocknen direkt unter dem 
Zahlrohr zu messen, lieferte 
Trennung der beiden Fraktionen keine befriedigenden Er- 
ansaurem Alz03 gebnisse. Die noch mef- 
bare relative Aktivitat war 
nach Verstreichen einer 
ganzen Halbwertzeit zum 
Zeitpunkt der Messung 
a UM : 

rolbraun VJB H// | schon zu gering, um ge- 
orange (/£/// Veg erenge ~=©nauere Aktivitaétsmessun- 
L2ZZA ror gen noch zuzulassen. Die 
Bestimmung des prozentu- 
alen S-Gehaltes der einzel- 
nen Zonen konnte deshalb 


by/-lisliche Fraktion #— ~~ Athanol-/ésliche fraktion 
Reinigung durch Rekristallisavon 


% 


gelb Ourchlaufzone | gelb nicht mehr vorgenommen 
+= 555 — aktive Zone werden. Sie lieferte ledig- 
Abb. 9. Aufarbeitungsschema (Hydrazonfraktion) lich noch qualitative Werte, 


durch welche die Ergeb- 
nisse der vorhergehenden Untersuchungen auf diesem Gebiet nur be- 
statigt wurden. °S-aktiv war ein orange-farbenes Hydrazon der Benzol- 
fraktion, wahrend eine rotgefiirbte Verbindung dieser Fraktion nur sehr ~ 
schwach aktiv war, wobei der Verdacht einer Verunreinigung in diesem 
Falle immerhin angenommen werden konnte. Der Athanol-lésliche Anteil 
der Gesamt-Hydrazonfraktion enthielt eine stark aktive, gelb-orange- 
farbene Komponente. 

Mit Hilfe der Aktivitiétsmessung konnten also mit Sicherheit zwei 
verschiedene S- und C=O-Gruppen im Molekiil enthaltende Einzel- 
verbindungen festgestellt werden. Es wurde stets folgendes Aufarbei- 
tungsschema (Abb. 9) eingehalten. 

Wie S. 232 ausgefithrt wurde, unterliegen die Substrat-EiweiBkGrper, 
besonders in 20° iger Glucoselésung, schon bei Zimmertemperatur 
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tiefgreifenden oxydativen Spaltungsvorgiingen, in deren Verlauf aus den 
einzelnen Aminosiuren die jeweils um 1 C-Atom armeren Aldehyde ent- 
stehen. Diese werden nun bei der Fallung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin 
mit ausgefallt. 

ScHOBERL (1940) untersuchte (vgl. 8. 63) z. B. die Cystinspaltung durch 
Cyanide, Sulfite und Sulfide. Er fand ein metastabiles, S-haltiges Spal- 
tungszwischenprodukt, das von selbst in Brenztraubensdure, H,S und 
NH, weiterzerfallt. Eigene Versuche (Abschnitt: papierchromatographi- 
sche Untersuchung der Substrat-EiweiBfraktion) zeigten, da& Cystin 
durch Glucose leicht unter H,S-Entwicklung gespalten wird. Obwohl 
nun keine néheren Untersuchungen tiber die oxydative Veranderung, 
besonders die hierbei auftretenden Zwischenprodukte der S-Aminosiéuren 
vorliegen, so liegt doch die Vermutung nahe, dafi bei der 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazinfallung solche, vielleicht S-haltige Aminosaurespalt- 
produkte mit erfa8t wurden. Sie wiirden sich dann aber eher von Methio- 
nin als von Cystin ableiten, da die S-haltigen Spaltprodukte der letzteren 
Verbindung sehr instabil zu sein scheinen und durch ihren Zerfall frei 
werdender H,S entweicht (vgl. Abschnitt: papierchromatographische 
Untersuchungen). Wahrend beim Erwarmen von Cystin in 20%iger 
Glucoselésung H,S entweicht, konnte dies bei Methionin unter den 
gleichen Bedingungen nicht beobachtet werden. 

Jedenfalls miiBte diese Entstehungsmoglichkeit fiir die S-haltigen, 
durch 2,4-Dinitrophenylhydrazin fallbaren Verbindungen bei spateren, 
rein chemischen Untersuchungen im Auge behalten werden. 


Schwefelbilanzen 


Methodisches 


Die Bestimmung der *°S-Aktivitaét als MaB des Mycel-, Substrat- und Hydrazon- 
S-Gehaltes (auch der Acetonfraktion) wurde stets durch direkte Messung von 
BaSO,-Niederschlagen (der Fallung ging also stets ein oxydativer AufschluB in der 
Worzscumitt-Bombe voraus) bekannten Gewichtes je Flache des MeBpraparates 
(mg/em2), unter dem Glockenzahlrohr durchgefiihrt. Die Bestimmung des Praparat- 
gewichtes je Flacheneinheit war wegen der Ermittlung und Beriicksichtigung der 
Selbstabsorption der Niederschlage erforderlich. Da die allgemeine Untersuchungs- 
methodik im methodischen Teil der vorliegenden Arbeit genau beschrieben wurde, 
sei hier lediglich noch auf Vorkehrungen hingewiesen, die zur Vermeidung falscher 
MeBergebnisse, hervorgerufen durch Adsorption von *S-haltigen Verbindungen, ins- 
besondere ®SO;~ an dem EiweiSphosphorwolframsiure-Niederschlag, getroffen 
wurden. 

Die Befreiung des Mycels von anhaftenden *SO%-Ionen konnte mit Hilfe 
chemischer Austauschvorgange erreicht werden. Da nur ®S bei den Messungen 
erfaBt wurde, konnte das sauber mit dest. Wasser gewaschene Mycel in n/10 H,SO, 
eingelegt und mehrere Stunden (5—8 Std bei etwa 25° C) aufbewahrt werden. Im 
Verlaufe dieser Zeitspanne ist unbedingt mit einem fast vollsténdigen Austausch der 
adsorbierten ®SO//- gegen SO4/-Tonen zu rechnen. So konnten sehr genaue Werte 


4 . 
bei der nun folgenden Bestimmung des Mycelschwefelgehaltes erhalten werden. Die 
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Aktivitat der Austauschlésung war so gering, daB mit nennenswerten Mengen am 
Mycel auferlich festhaftenden *SO,” bestimmt nicht gerechnet werden kann. In 
ahnlicher Weise wurde mit den Niederschla gen der Phosphorwolframsaure- -Trichlor- 
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Abb. 10. Die Darstellung zeigt die Aufteilung der nicht mehr als BaSO, fillbaren S-Mengen bei 
3 Stammen in drei verschiedenen Wachstumsstadien, J (5 Tage), IZ (12 Tage), IZI (18 Tage). Die 
jeweilige Gesamt-SO,’’-Abnahme wird gleich 100 gesetzt und durch gleichgroBe Kreise dargestellt. — 
Die den Kreisperipherien streckenweise parallel laufenden dicken schwarzen Bogen driicken die 
prozentuale SO,”-Abnahme vom Gesamt-SO,-Gehalt der unbeimpften Niihrlésung aus, wenn die 
Kreisperipherie gleich 100% des urspriinglich in den unbeimpften Substraten enthaltenen Gesamt- 
SO,” bedeuten wiirde. — Der Glutathion-S-Gehalt wurde dem Eiwei®-S-Gehalt addiert und zu- 
sammen mit diesem dargestellt. Die schwarzen Sektoren kennzeichnen die nicht nachgewiesenen 
$-Mengen, sind also wahrscheinlich gréBtenteils Ausdruck der jeweils im Verlaufe der Aufarbeitungs- 
giinge auftretenden Fehler (Analytische Fehlerbreite) und deren Gré®e. — Aus der graphischen 
Darstellung sind die prozentualen S-Gehalte der Hinzelfraktionen (z.B. Mycel, Substrat-Eiweib 
usw.) an S$ nicht ersichtlich. Sie wurden im Verlaufe yon Einzeluntersuchungen festgestellt und sind 
in den entsprechenden Abschnitten der Arbeit angefiihrt. — In der Darstellung entspricht 1% 
0,.2mg 5. «= Mycel, a HiweiB in der Nihrlésung, « Hydrazone in der Nihrlésung, 
Acetonfillung in der Niihrlésung 
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essigsdurefallung verfahren. Nach Abtrennung der in Na,SO,-Lésung aufge- 
schwemmten Niederschlige durch Filtration wurden diese griindlich mit dest. 
Wasser gewaschen und mit Aceton vorgetrocknet. 

Zur Bestimmung des *°S-Gehalts der Hy- 
drazonfraktion wurde jeweils ohne Trager- 
zusatz in 25 cm® der Substrate mit 2,4-Dini- 
trophenylhydrazin gefallt, stark eingeengt 
und die so erhaltene Menge vollstandig in 
der Wurzscumitt- Bombe oxydiert und nach 
Fallung direkt als Ba®®*SO,-Niederschlag ge- 
messen. 

Die Identifikation der *S-haltigen 2,4- 
Dinitrophenylhydrazone konnte allerdings 
wegen der kleinen Mengen der von den 
Saulen durch Trennung und Elution gewon- 
24% nenen und durch Rekristallisation gereinigten 

Produkte nicht tiber die Oxydation und 
Fallung als Ba®°SO, und dessen Messung vor- 
genommen werden. 

In diesem Falle wurden die Praparate 
(krist. Produkte) in unveraindertem Zustand 
unter dem Zahlrohr gemessen. 


SQM 3 


853% 


Ergebnis 

Die schematische Darstellung in 
Abb. 10 zeigt die Aufteilung des nicht 
mehr aus den Substraten als BaSO, 
abtrennbaren 8-Anteils. Der prozentuale 
S-Gehalt der einzelnen im Zuge des 
beschriebenen Kulturaufarbeitungsgan- 
ges gewonnenen Fraktionen auBer dem 
des Trockenmycels (vgl. 8. 227) ist aus 
derschematischen Darstellung natiirlich 
nicht ersichtlich. Da bei der Durch- 
fiihrung der vorliegenden Arbeit. als 
erstes Ziel der Nachweis des nicht mehr 
als BaSO,-fallbaren S und seine Auf- 
teilung und Zuordnung zu einzelnen, 
genau definierten Fraktionen aus den 
Kulturen angestrebt wurde, konnte auf Hinzelangaben zugunsten 
einer besseren Ubersicht verzichtet werden. Im folgenden sei jedoch 
trotzdem auf interessante Ergebnisse hinsichtlich der Verschiebung des 
Anteils der einzelnen Fraktionen am Gesamt-S im Verlaufe des Wachs- 
tums der Kulturen hingewiesen. 

Mycel-S-Gehalt. Er betragt im Endabschnitt des aktiven Wachstums 
etwa (Maximalwert) 0,25—0,3 % reinen S des Myceltrockengewichts. Mit be- 
ginnender Autolyse nimmt der prozentuale S-Gehalt sehr stark ab (8.227), 
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Acetonfraktion. Der prozentuale S-Gehalt dieser Fraktion bleibt 
in allen Wachstumsstadien nahezu gleich hoch. Er bewegt sich bei den 
untersuchten Stimmen zwischen 2 und 12°, des Trockengewichts. 

Hydrazonfraktion. thr prozentualer S-Gehalt nimmt im Verlaufe 
des gesamten Wachstums stark zu. Er betragt zu Beginn des aktiven 
Wachstums bei den untersuchten Stéimmen etwa 1—2,5%, in der End- 
phase des aktiven Wachstums jedoch 3,6°% und nimmt sogar im Anfangs- 
stadium der einsetzenden Autolyse (bei Stamm 2 und 4285) noch um 
geringe Betrage zu (bis 8%). Friihere Untersuchungen (Anreicherungs- 
kulturen) lassen jedoch trotzdem darauf schlieBen, da die S-Verbin- 
dungen dieser Fraktion bei fortschreitender starker Autolyse Zer- 
setzungsvorgiingen oder sonstigen starken chemischen Veranderungen 
ausgesetzt sind. 

Substrat-EiweiB-Fraktion. Der S-Gehalt wurde bereits (vgl. 
S. 230—231) in einem eigenen Abschnitt behandelt. Die bei der Aufstellung 
der S-Bilanzen auftretenden Differenzen (schwarze Sektoren) nicht nach 
gewiesenen Schwefels sind gering. Trotzdem brauchen sie nicht in jedem 
Falle auf gewohnlichen Fehlerquellen analytischer Bestimmungen zu 
beruhen. Es ist moglich, da sie zum Teil auch noch S-organische Ver- 
bindungen enthalten, die im Verlaufe der Untersuchungen sich einer 
Bestimmung entzogen und auch wegen ihres mengenmabig geringen 
Auftretens nicht qualitativ festgestellt werden konnten. 


Zusammenfassung 

Die sehr weit, wenn nicht allgemein verbreitete Eigenschaft von 
Aspergillus niger-Stimmen, groBe SO'/-Mengen aus den Nahrsubstraten 
zu verarbeiten, wurde besonders im Hinblick auf die Bildung bisher 
noch nicht bekannter organischer S-Verbindungen im Substrat bei 
6 verschiedenen Stémmen untersucht. 

Neben der SO{-Verarbeitung wurden die py-Verhiltnisse, Wachstum, 
Substrat-EiweiBbildung, Saure- und Alkoholbildung im Kultursubstrat 
untersucht, sowie Atmungsmessungen vorgenommen. Einheitlich lagen — 
bei fast allen untersuchten Stémmen die Maxima der SO4-Abnahme 
zeitlich vereint mit den Mycelgewichtsmaxima und der héchsten Ht+- 
Konzentration in den Substraten im gleichen Wachstumsabschnitt. Die 
Stiémme mit stirkster Alkoholbildung zeigten auch die stiirkste SO4Y- 
Verarbeitung, was an der hohen SH-Gruppenkonzentration, wie sie in 
den Substraten dieser Stéimme nachgewiesen wurde, liegen kénnte. 

Die Untersuchung der Substrat-EiweiSbildung und die papierchro- 
matographische und papierelektrophoretische Untersuchung dieser Frak- 
tion wiesen in ihren Ergebnissen auf eine Stérung der SO’-Abtrennung 
aus den Substraten und der 8-Gehaltsbestimmung der Substrat-Eiweif- 
fraktion durch Bindung dieser Ionen an die NH,-Gruppen der EiweiB- 
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k6érper hin. Dies bestitigten Versuche mit S-aktiver H,SO,; die da- 
durch bedingten Fehler konnten nach einem empirisch entwickelten 
Verfahren ausgeschaltet worden. 


Die von Ripret u. Baur bei Aspergillus niger im Kultursubstrat nach- 
gewiesenen S-organischen Verbindungen konnten abgetrennt und naher 
beschrieben werden. Es handelt sich um Verbindungen, die auBer S 
noch Carbonylgruppen im Molekiil enthalten miissen, da sie mit 2,4- 
Dinitrophenylhydrazin fallbar sind. Ihre durch Rekristallisation ge- 
reinigten Niederschlage konnten adsorptionschromatographisch getrennt 
werden. 


Diese Fraktion enthielt mit Sicherheit zwei verschiedene S-ent- 
haltende Verbindungen, wahrend der S-Gehalt einer dritten Verbindung, 
die in kleineren Mengen vorhanden war, nicht mit ausreichender Sicher- 
heit bestimmt werden konnte. 

Mit Aceton konnten aus den Kultursubstraten, allerdings nicht aus 
solchen junger Kulturen, weitere S- und N-enthaltende organische Ver- 
bindungen avsgefallt werden, die jedoch nicht naher charakterisiert 
werden konnten. 


Nach einem empirisch entwickelten Substrataufarbeitungsgang gelang 
die groBtmoglich genaue Abtrennung der EHinzelfraktionen aus den Sub- 
straten nacheinander und die Aufstellung von S-Bilanzen bei jedem 
Stamm in jeweils 3 verschiedenen Wachstumsstadien durch Verwendung 
von ™S-markiertem Sulfat als S- Quelle. 


Herrn Prof. Dr. A. Rrppet-Baupes danke ich fiir die Anregung zur Durchfiihrung 
vorliegender Arbeit und seine wertvollen Ratschlage, desgleichen Herrn Prof. Dr. 
SEELMANN-EGGEBERT/Mainz fiir seine wertvollen Hinweise bei der Durchfithrung 
der Isotopenversuche. 

Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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Torulaspora nilssoni nov. spee. 
A new yeast from Swedish soils 
By 
AUGUSTO CAPRIOTTI 


With 6 figures in the text 


(Hingegangen am 15. Juni 1957 ) 


In the microbiological analysis of 16 different samples of Swedish soils, 
made in September 1955, (utilizing a scholarship from the Swedish 
Ministry of Foreign Affairs), I was able to isolate 85 pure yeast cultures. 
They were studied for purposes of identification (CAPRIOTTI 1957 c). The 
results showed that these cultures must be attributed to 10 different 
species of yeast, 7 of which have been already described. These are: 
Sacch. microellipsodes var. maltosa Capriotti; Hansenula californica var. 
ultuna (Capriotti); T'orulopsis globosa (Olson and Hammer); T'orulopsis 
ernobit (Lodder and Kreger Van-Rij); Candida parapsilosis (Aschf.) 
Langeron and Talice; Rhodotorula aurantiaca (Saito) Lodder; Rhodo- 
torula rubra (Demme) Lodder. 

The strains which could not be identified with known species were 
attributed to 3 new species belonging to the genera T'orulaspora, Debaryo- 
myces. and Candida. 

In this first paper I wish to give a complete and detailed description 
of the former species belonging to the genus T'orulaspora that I propose 
to call Torulaspora nilssoni in honour of Professor RAGNAR NILSSON, 
Director of the Institute of Microbiology at Uppsala, Sweden. — 


Description 


Origin of the strains. 26 strains were studied, all of them isolated from soils of 
Ultuna (Uppsala, Sweden), where potatoes, grain and lucern (Medicago sativa) were 
cultivated. 

Method of study. The method applied to the study of the characters corresponds 
to that indicated by Lopper and KreGER VAN-RiJ (1952, 2) with one exception, 
however, as regards the procedure for the study of sugar assimilation. For these 
tests I considered it more appropriate to apply the method of cultures on cooked 
and washed agar, described in another paper (CAPRIOTTI 1955 a). 

Growth in malt-extract: After three days at 25° C (Fig. 1, 2), cells were rounded, 
2—6 micron, single, two by two and also in groups. Fermentation and rather lumpy 
sedimentation. After one month at 17° C, there was sedimentation and clear liquid. 
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Growth on malt agar: After three days at 25°C, cells were round, globular or 
slightly elliptical, (2—6) x (2,5—7) microns, single or two by two, budding. 

Some few cells presented characteristic protuberances sometimes branched or 
with a small bulge at one end. Sometimes the protuberances are very long (Fig. 3). 
We can observe, too, some multilateral budding and “morula” like cells (Fig. 4). 

The streak culture after 
one month at 17°C, is whit- 


nf . ish, flat, smooth, glistening. 

s) Margin smooth, not very 

® 6 a abundant. In the course of 
time it tended to become 


yellowish-brown and _ the 
surface appeared covered 
: with little warts, particu- 
5 larly in the lower part of the 


test tube. 
a 4 Growth on carrot agar: 
After 3 days at 25° C, cells 
‘\ were round, globular or 
ne, slightly elliptical, (2—5,5) 


3 ; 2,5—6,5) microns, single 
Fig. 1. Torulaspora nilssoni nov. spec. (x 1000) aa b 5) d ; ‘i ? 
(After 3 days in malt-extract) two by two and even three 


by three. In comparison 
with agar malt we noted a 
greater number of small 
cells. 

The streak culture after 
one month at 17° C, is white, 
glistening, rather flat, waxy, 
rather developed. Surface 
not perfectly smooth. Mar- 
gin smooth. 

Growth on bean agar: 
After three days at 25°C, 
cells were roundish orsligth- 


4 
¢ ly oval, (2—6) x (25—7) 
( 


microns, single or two by 
two, budding. 

at We noted cells with an 

Vig. 2. Torulaspora nilssoni nov. spec. (x 1500) inchoate formation of protu- 

(After 3 days in malt-extract) berances. The streak culture 

after one month at 17°C, 

is white-yellowish, glistening, rather developed, rather flat or slightly raised. The 

margin was smooth or slightly sinuos. 

Growth on potato: After three days at 25° C, cells were round, globular, single or 
budding. Appearance and dimensions identical to that of malt agar. Presence of 
cells with characteristic protuberances that often end with one or two buds, 
sometimes with a more refractive content. 

The streak culture after one month at 17° C, is wh ite-yellowish, rather developed, 
smooth glistening. After one month it presents the same characters. 

Growth on meat agar: Absent. 

Culture on slide: No formation of pseudomycelium. 
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Growth on must gelatin: In the cultures of isolation there was a raised colony, 
white ish, non-fluidifying. 

On the must-gelatin stab after 50 days at 18° C, there appeared a nail-shaped 
formation with raised head of a color ranging from dirty white to a yellow-brown 
with development along the infixed canal; brokenness and not liquefaction. 

After one month at 18°C, 
the giant colony (Fig. 6) 
appeared round with a cra- 
teriform center the radius of 
which was one half of that 
of the whole colony. This 
crater was somewhat shall- 
ow. It was smooth and from 
it projected irregularly plac- 
ed lobations. 


Growth in milk: After 35 
days at 25° C, there was no 
development. 


Sporulation: Under nor- 
mal microscopic observation 
on malt-agar, Gorodkowa- 
agar and gypsum blocks, 
begun after 48 hours and 
continued for more than 
three months, no cases of 
conjugation were observed, 
but only parthenogenetic 
production of asci contain- 
ing 1 or 2 and, more ra- 
rely, even 3 or 4 spores 
(Fig. 5). 

Yet, on must-gelatin we 
have observed sometimes 
cells in conjugation. 


Fig. 3. Torulaspora nilssoni nov. spec. (x 1500) 
(Long protuberances on malt-agar after 4 weeks) 


Fermentation: glucose +- ; 
galactose +; maltose — ; 
saccharose +, raffinose + 
(total) ; inulin + ; dextrin —. 


Assimilation of sugars: 
glucose +; galactose +; 
maltose —; saccharose +; 
raffinose +; lactose —. 


Assimilation of organic 


salts (pu 4,8): lactate +: Seis SS ies : 
pyruvate + (weak); tartra- Fig. 4. Torulaspora nilssoni nov. spec. (x 800) 
te —;malate — ; oxalate — ; (After 15 days in malt-extract) 
citrate —; succinate —. 
Assimilation of nitrogensources: potassium nitrate; — ammonia sulphate +; 


asparagine +. 
Development in presence of ethyl alcohol as sole source of carbon: Rather scarce. 
Splitting of arbutin: Absent. 
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Fermentative power: In normal grape must, at apy of 3,5, the amounts of alcohol 
produced ranged from a minimum of 7,5 to a maximum of 10,10, expressed as a 
percentage of volume. 

Discussion 

IT must state, first of 
all, that it is not my in- 
tention to undertake 
the revision of the ge- 
nus T'orulaspora recently 
combined with the genus 
Saccharomyces by Lop- 
DER and KREGER VAN- 

RIT. 

I will, however, return 
as soon as possible to 
this question, using also 
the recent technique 
established by WICKER- 


Vig. 5. Torulaspora nilssoni nov. spec. HAM and BURTON (1956) 
(Giant colonies on malt-gelatine after 4 weeks) 


with a comparative 
study of the species 
already known and of 
those which I have re- 
cently isolated belonging 
to the genus Zorula- 
spora, with the more 


representative species of 


the genera Saccharomy- 
ces and Zygosaccharo- 


Ve 
Ce =, myces. I shall limit 


'é) & myself for the time being 
. ‘Go to relate only the latest 
0 ete 7 Be 


development of our 


he td on, knowledge of Torula- 
iig..0. Forataapona wilesonk vos, Boen, eTNeCO) spora and of the species 


(Spores on malt-agar after one month) 


ascribed to it. I shall 
then mention thereasons 
why I cannot agree with the two authors when they question the validity 
of the genus T'orulaspora. 

This genus was created in 1904 by LINDNER and later was recognized 
valid by GUILLIERMOND (1912/1928) and by SrerLinc-DEKKER (1931). 
The characters of this genus are the following: cells are round, spherical, 
small; each one has a large oildrop in the middle. They resemble the 
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typical Torula. The asci arise after an incomplete attempt to conjugate 
through one or more tubules. The ascospores are round with an oildrop 
in the middle. The walls are smooth and the number of ascospores varies 
from one to four per ascus. 

KLOCKER (1909) had observed, however, that these characters are not 
sufficient to characterize a genus. Subsequently in 1932, KrumBHorz 
(1931, 1933) after comparing Torulaspora rosei and Zygosaccharomyces 
globiformis, considered the genus Torulaspora no longer valid. He pro- 
posed for the other two species (to be ascribed to Torulaspora) the new 
combinations of Zygosaccharomyces delbrueckii (Lindner) Kr. and Zygo- 
saccharomyces fermentati (Saito) Kr. 

This thesis was also agreed upor by SACCHETTI (1934) who carried 
out parallel researches on the fermentation of inulin and of dextrin, 
using cultures of Torulaspora rosei and of Zygosaccharomyces formis. 

In 1940 CasTeLLt made a careful comparative study of 20 strains of 
Torulaspora roset which he isolated from grape must and a strain of 
Zygosaccharomyces globiformis — typical form — received from the 
collection of Delft. While accepting the opinion that the two forms 
become occasionally synonimous, he did not agree with KruMBHOLZ 
that the genus Torulaspora should be eliminated. According to CASTELLT, 
in the 20 strains he examined he was unable to observe any clear cases 
of conjugation and therefore he was of the opinion that the genus 
Torulaspora should be retained valid. 

Recently the above cited LoppER and KrecEeR VAN-RiJ (1952) have 
concluded that there is no real difference between J'orulaspora and Zygo- 
saccharomyces, this accepting the opinion of KRUMBHOLZ who has affirmed 
that in Zygosaccharomyces globiformis isogamous and heterogamous con- 
jugation can be observed, as well as transitional forms between the two. 
Moreover, on the basis of the research of WINGH (1935, 1937, 1939) and 
LINDEGREN (1944 a, 1944 b, 1945) and their co-workers (1943 a, 1943 b, 
1944), who have demonstrated that Zygosaccharomyces is the haploid 
state of Saccharomyces, the Dutch authors decided to recognize only the 
validity of the genus Saccharomyces, thus ascribing all the species pre- 
viously attributed to the genera Zygosaccharomyces and Torulaspora. 

Concerning the validity of the genus Torulaspora, I may say that for 
various reasons (and I shall return to this question later) I cannot agree 
with the opinion of the two authors. I too, like CASTELLI, and to a greater 
‘extent than he, have been able to examine a vast number of strains to 
ascribe Torulaspora and exactly 103 cultures originating from the widest 
possible sources: grape must (CAPRIOTTI 1952 a, 1952 b, 1953, 1956 a, 
1956 b), cheese (CAPRIOTTI 1957 a) and soil (CAPRIoTTI 1955 a, 1955 joe 
1957 b). As a result, careful microscopic observations of cultures (on 


malt-agar; Gorodkowa-agar and gypsum blocks) of the most diverse ages 
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have never shown the occurence of clear cases of conjugation, even if 
in some extremely rare cases I was able to note cells united by its two 
apiculi. On the other hand, in the numerous strains to ascribe to various 
species of Zygosaccharomyces, cultivated under the same conditions, 
cases of conjugation were invariably observed. 

However, attempts to conjugation by the emission of characteristic 
tubules, constituted a character that, I believe, justifies the retaining of 
Torulaspora distinct from Saccharomyces. 

On the other hand, it is very important to remember that every classi- 
fication has to be considered as something artificial. However, it is an 
indispensable point of reference for researchers in order that they may 
understand one another and speak the same language. A classification 
should facilitate the task of identification for whoever dedicates himself 
to it, and should not impede him by bringing up continual uncertainties. 

Thus, the genus Saccharomyces, as LODDER and KREGER VAN-RIJ 
understand it, has become excessively large in the same way as the genus 
Candida among the asporogenous yeasts. 


Table 1 
Torulaspora Torulaspora Torulaspora Torulaspora 
delbrueckii roset fermentati nilssont 
Fermentation 
glucose a + a a 
galactose oe -- — op 
maltose -- -- oe -- 
saccharose - + oe a 
traffinose — + (4/5 + (1/3) + (total) 
inulin + + ae 
dextrin — = 2 Es 
Assimilation of the sugars 
glucose f ao + + 
galactose + — = ale 
maltose -- — =e — 
saccharose ~- + + + 
raffinose -- + ai at 
(weak) (weak) 
lactose | — — = = 


STELLING-DEKKER (1931) ascribes three species to the genus Jorula- 
spora. These are: Torulaspora delbrueckii Lindner, Torulaspora rosei 
Guilliermond and T'orwaspora fermentati Saito, which may be distingu- 
ished one from another in particular by the characters of the sugar 
fermentability. All three species have, in fact, cells that are round, or 
slightly oval. Their dimensions do not exceed 7—8 microns in length. 
They do not assimilate potassium nitrate, nor split arbutine. They show 
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negative or occasionally a weak development on ethyl alcohol as sole 
source of carbon. 

The form we isolated from Swedish soils and that we have denominated 
Torulaspora nilssoni nov. spec. is identical to Torulaspora rosei and 
Torulaspora fermentati in the following characters: Morphology and 
cellular dimensions, characters of the films and of the liquid cultures; 
the capacity to ferment inulin, the inability to split arbutine and the 
characters relating to the assimilation of nitrogenous substances. 

The differences that justify the creation of a new species are clearly 
demonstrated in Table 1. 

It is thus demonstrated that Torulaspora nilssoni nov. spec. differs 
from Torulaspora delbrueckii Lindner, in that it also ferments and assimi- 
lates saccharose and raffinose; from Torulaspora rosei Guilliermond, in 
that it ferments and assimilates galactose and entirely raffinose; and 
from Torulaspora fermentati Saito, in that it also ferments and assimi- 
lates galactose and entirely raffinose not maltose. 

12 strains of Torulaspora nilssoni nov. spec. are preserved in the yeast collection 


of the Istituto di Microbiologia Agraria e Tecnica della Universita di Perugia 
(Italy) and will be sent to anyone who requests them. 


Latina diagnosis 


Torulaspora nilssoni nova species 

Maltato in musto cellulae rotundae (2—6) micron, singulae, binae aut acervatim 
inveniuntur. Sedimentum efficitur. — In maltato agar cellulae rotundae aut leniter 
ovoideae (2—6) x (2,5—7) micron, singulae aut binae. Adsunt etiam cellulae cum 
tubere signato notatoque, quandoquidem bifurcato et parva saginatione summo in 
vertice. — Observantur etiam, at perraro, cellulae multis gemmis praeditis atque 
morulae facie. — Cultura (post unum mensem, 17°C) oculis subicitur albiflava, 
equa, glabra, aliquanto tenuis, non multo copiosa, margine levi. — Pseudomycelium 
deest. — Ascosporae glabrae, rotundae, 1—4 pro asco. — Glucosus, galactosus, 
saccharus, raffinosus totaliter fermentantur at inulina. — Minerali in medio cum 
glucosus, galactosus, saccharus et raffinosus, multiplicatur atque augetur. — Nitras 
kalicus non assimilatur. — Minerali in medio cum alcohole aethilico parumper 
crescit. — Arbutinum non finditur. 


Summary 
A new species of Torulaspora is described; it was isolated from some 
Swedish soils. This species is named T'orulaspora nilssoni nov. spec. 
[in honour of Prof. RAGNAR Nixsson (director of Institute of Micro- 
biology, Royal Agriculture College of Sweden, Uppsala 7) and _ his 
assistant Dr. Per Eric NILSSON]. 
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Uber die Substruktur von Polystictus versicolor L.* 


Von 
MANFRED GIRBARDT 


Mit 16 Textabbildungen 
(Hingegangen am 15. Juli 1957) 


Im Rahmen der ausgedehnten cytologischen Untersuchungen an Poly- 
stictus versicolor war es notwendig, auch die Substruktur dieses Basidio- 
myceten kennenzulernen. Die Arbeiten wurden vor allem durchgefiihrt, 
um verschiedene Fragen der Kernteilung einer Klaérung niherzubringen. 
Die Ausbeute an Teilungsstadien ist jedoch noch so mager, daB die Er- 
gebnisse erst zu einem spiteren Zeitpunkt veréffentlicht werden kénnen. 

Im gegenwartigen Stadium der Substrukturforschung scheint es not- 
wendig, méglichst viele Objekte vergleichend betrachten zu kénnen. Da 
bisher nur wenige elektronenmikroskopische Befunde an Pilzen vor- 
liegen (TSUDA 1955 u. 1956, YAMAMOTO u. KITAMURA 1953, KELLING u. 
SCHLEICH 1954, TURIAN u. KELLENBERGER 1956), sollen die fiir den 
Ruhekern und andere Zellstrukturen von Polystictus versicolor erhaltenen 
Ergebnisse mitgeteilt werden. 


Material und Methode 


Der in fritheren Arbeiten verwendete Stamm von Polystictus versicolor (GiR- 
BARDT 1955 a) wurde in Petrischalen auf Malzagar, der mit einer diinnen Schicht von 
Malzwasser iibergossen war, geziichtet. In dieser Malzwasserschicht breiten sich die 
wachsenden Hyphen in radialer Richtung aus und kénnen leicht abgenommen 
werden. 

Mit der Pinzette werden kleine Hyphenzopfe aus der Spitzenregion abgerissen 
und sofort in die Fixierungsfliissigkeit gebracht. Die Fixierung erfolgt nach PALADE 
(1952) bei pu 7,1—7,4. Der gepufferten OsO,-Lésung war Saccharose (0,1 mol) 
zugesetzt. Die Fixierungsdauer betrug 30 min, die Nachfixierung und Hartung 
in Formol (3,6°%) 6 Std. Nach Alkoholentwasserung wurden die Objekte in Metacry- 
lat eingebettet (NEWMAN u. Mitarb. 1949). Dabei wurde eine Mischung von 10 Teilen 
Metacrylsaurebutylester mit 7 Teilen Metacrylsiuremethylester unter Zusatz von 
1% Benzoin angewendet. Die Polymerisation erfolgte im UV-Licht (10 Std). Es 
empfiehlt sich, die Objekte erst 2—3 Wochen nach der Einbettung zu schneiden. 

Die Diinnschnitte wurden mit dem Ultramikrotom nach NiKLOWwI?z (1955) an- 
gefertigt und entweder mit dem elektrostatischen Elektronenmikroskop (VEB Carl 
Zeiss/Jena) bei 48 kV oder dem elektromagnetischen Gerat (Werk fiir Fernmelde- 
wesen ,, WEF*‘/Berlin-Oberschéneweide) bei 62 kV untersucht!. 


* Meinem Lehrer, Herrn Prof. Dr. 0. RENNER, zum 75. Geburtstag in tiefer 


Verehrung gewidmet. . 
1Jch danke Fri. E. Frrrscue fir ihre Hilfe bei den Praparationsarbeiten. 
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1. Cytoplasma 

Im phasenoptischen Lebend- 
bild (GrrBaRDT 1955 a) zeigt 
Polystictus versicolor, wie die 
Mehrzahl der bisher untersuchten 
Basidiomyceten, eine ausgepragte 
Zellpolaritat. Diese auBert sich 
darin, daB das Cytoplasma des 
apikalen, wachstumsfahigen Pols 
einen hdheren Brechungsindex 
als das des basalen Pols besitzt. 
Parallel dazu geht die Basophilie 
und méglicherweise auch die 
Stoffwechselaktivitaét des Cyto- 
plasmas. 


Die Polaritatserscheinung tritt nicht 
nur in der Spitzenzelle auf, sondern 
wiederholt sich in jeder einzelnen Zelle 
der Hyphe. Dabei nimmt jedoch die 
Menge des ,,dichten‘* Cytoplasmas in 
den alteren Zellen ab. Rechnet man 
von der Spitze aus riickwiirts, so be- 
sitzt etwa die 4. bis 5. Zelle praktisch 
nur noch phasenoptisch ,,leeres** Cyto- 
plasma, d.h. solches mit sehr geringem 
Gehalt an Trockensubstanz (BARER 
u. JOSEPH 1954). 


Auch das _ elektronenmikro- 
skopische Bild zeigt die unter- 
schiedlichen Cytoplasmen. Sind 
im Schnitt altere Zellen des 
Mycels getroffen, so erscheint das 
Cytoplasma stark aufgelockert 
und ohne besondere Strukturen. 
In den Hyphenregionen, die den 
phasenoptisch ,,dichten‘“‘ Zell- 
bereichen entsprechen, ist es da- 
gegen auch in seiner Substruktur 
sehr dicht und oft so stark elek- 
tronenstreuend, da EKinzelheiten 
kaum zu erkennen sind. Dies 
steht in Ubereinstimmung mit den 
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Abb. 1. Polystictus versicolor, tangentialer Liingsschnitt durch die Schnallenregion einer vegetativen 
Hyphe. HH Haupthyphe, NH Nebenhyphe, S Schnalle, FH Fusionshécker, Qu Querwand, 
ZK Zellkern, FO fiidige Organellen. OriginalvergréBerung 8700 :1, nachvergréBert auf 16 000:1 
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Ergebnissen von STRUGGER (1957), der das Cytoplasma wachsender 
Meristemzellen von Alliwm cepa deutlich unterschieden findet von jenem 
alterer, differenzierter Zellen. 

Besonders deutlich wird der Unterschied bei Polystictus versicolor an 
Querwanden, da hier apikaler Pol der subterminalen und basaler Pol 
der terminalen Zelle aneinandergrenzen. 

Abb. 1 zeigt einen tangentialen Langsschnitt durch die Schnallen- 
region einer Spitzenzelle und vermittelt einen Eindruck von den Unter- 
schieden der Cytoplasmen im submikroskopischen Bereich. 

Die Wachstumsrichtung der Hyphe verlaiuft in Abb. 1 von unten 
nach oben. Die eigentliche Schnalle (S) der Haupthyphe (HH) ist im 
Schnitt nicht getroffen, wahrend der Fusionshécker (FH) (GrRBARDT 
1956) gut sichtbar ist. 

Die Nebenhyphe (NH) ist normal hinter der Haupthyphenquerwand 
(QW) ausgewachsen. Da gerade ein Zellkern (ZK) in die Nebenhyphe 
einwandert, ist die Entwicklungsphase eindeutig charakterisiert: Die 
Nebenhyphe war im Augenblick der Fixierung in vollem Wachstum 
begriffen und der Kern hatte sich 10—15 min spiter geteilt. 

Oberhalb der Querwand liegt der basale Pol der Spitzenzelle mit dem 
,ruhenden* Cytoplasma, dessen stark aufgelockerte Struktur deutlich 
wird. Die auch im phasenoptischen Lebendbild gut erkennbaren fadigen 
Organellen (,,Chondriosomen‘‘ Abb. 1, FO) treten klar umrissen hervor. 

Unterhalb der Querwand liegt das stiirker elektronenstreuende Cyto- 
plasma des apikalen Pols der Subterminalen. In der ausgewachsenen 
Nebenhyphe (NH) nimmt seine Dichte in Richtung der wachsenden 
Spitze zu. 

Vereinzelt zeigt das ,,dichte‘‘ Cytoplasma bei stiirkerer VergroBerung 
(Abb. 2) eine gut sichtbare Strukturierung in Form kontrastreicher Li- 
nien. Diese laufen haufig parallel nebeneinander (in Abb. 2 durch Pfeile 
markiert). Die Dicke der kontrastreichen Linien liegt im Mittel bei 80 A, 
wihrend der kontrastarme Zwischenraum etwa 130 A dick ist. 

Oft bilden die kontrastreichen Linien auch kreisférmige oder ellip- 
tische Ringe. Der Durchmesser dieser Ringe schwankt in weiten Grenzen. 

Es war bisher nicht méglich, den Bildern eine eindeutige Struktur 
des Cytoplasmas zuzuordnen. Die Vermutung liegt nahe, daf fibrillare 
oder tubulare Elemente vorhanden sind. Einige Bilder deuten jedoch 
darauf hin, da8 auch ein lamellarer Aufbau in Betracht gezogen werden 
muB. 

Die auBere Plasmaschicht, der nach den vielgestaltigen zellphysiologischen Un- 
tersuchungen eine wesentliche Funktion bei der Stoffaufnahme zugeschrieben wer- 
den mu8, hat sich bisher einer eindeutigen Analyse ihrer Struktur entzogen. Bei 


tierischen Geweben stellt sie sich als Doppellamelle dar (SJOSTRAND u. HANZON 
1954), wahrend sie bei Bakterien granulare Struktur besitzt (HOUWINK 1953 u. 1956, 


SALTON u. WILLIAMS 1954). 
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Bei Polystictus versicolor erscheint das der Zellwand unmittelbar an- 
liegende Cytoplasma als kontrastreiche, scharf abgesetzte Grenzschicht 
(Abb. 3 PM). Man erhalt so den Hindruck, als liege eine ,,Plasmamem- 
bran‘ vor. 


Abb. 2. Polystictus versicolor, Liingsschnitt durch vegetative Hyphe. Feinstruktur des Cytoplasmas, 
3 strukturierte Granula sind angeschnitten. OriginalvergréBerung 8700: 1, nachvergréBert auf 30000: 1 
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Abb. 3, Polystictus versicolor, schriig gefiihrter tangentialer Lingsschnitt. PM ,,Plasmamembran“, 
Rg Ringe in der cytoplasmatischen Grenzschicht, GR grobe Ringe, SA schriiger Anschnitt, FO fiidige 
Organellen. OriginalvergréBerung 11 000:1, nachvergréBert auf 25 000: 1 


Auffallend sind die anscheinend auBerhalb der ,,Plasmamembran‘ 
liegenden, verschieden geformten ,,Ringe (Rg). Sie sind sowohl in Langs- 


(Abb. 3) wie in Querschnitten (Abb. 4, Rg) in gleicher Form vorhanden. 
Ihr innerer Durchmesser schwankt zwischen 80 und 800 A. Die grofen 
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Ringe (GR) treten in jiingeren Zellen nur vereinzelt auf, wihrend sie 
in alteren Hyphenteilen vorherrschen. 

Ks fallt nicht leicht, sich eine Vorstellung davon zu machen, wie dieses 
‘Erscheinungsbild zustande kommt. Da die ,,Plasmamembran‘ stets an 
den Stellen, an denen die ,,Ringe“ sichtbar werden, nach dem Inneren 
der Zelle eingebogen ist, kénnten die , Ringe hohlkugelahnliche Struk- 
turelemente darstellen. Diese Kugeln miiBten dann zwischen ,,Plasma- 


me 


Abb. 4, Polystictus versicolor, vegetative Hyphe quer. PM Plasmamembran, Rg Ringe in der 
eytoplasmatischen Grenzschicht, SG strukturierte Granula, ZK Zellkern, KM Kernmembran, 
Nu Nucleolus. Originalvergr6Berung 11 000:1, nachvergréBert auf 22 000:1 


membran“ und Zellwand liegen und irgendwelche vom Cytoplasma ab- 
gegliederte Einheiten sein. 

Wahrscheinlicher diirfte die Deutung sein, daB die ,,Ring‘‘-Areale 
Flachenansichten der ,,Plasmamembran“ sind. Diese Flachenansichten 
kénnten so entstehen, daB8 bei der Préparation die ,,Plasmamembran“ 
nach innen umbiegt und daher stellenweise parallel der Oberfliche ge- 
schnitten wird. Diese Auffassung wird gesttitzt durch die Erscheinung, 
daB die ,,Ringe“ gehauft an den schragen Anschnitten (Abb. 3 SA) der 
Hyphe erscheinen. Sie wiirden danach nur scheinbar auBerhalb der 
,,Plasmamembran‘ liegen, was zweifellos leichter vorstellbar ist. 

Nach dieser Auffassung lage es zunichst nahe, die ,,Ringe“ als Plasma- 
poren anzusprechen. Ihre GréBe verbietet es jedoch, sie als Teile eines 
Ultrafilters anzusehen. Die eigentliche semipermeable Schicht des Plas- 
malemmas diirfte nicht osmiophil sein und wird daher nicht dargestellt. 
Die aus osmiophilem Material bestehenden Ringe sind in diese Schicht 
eingelagert und erfiillen vielleicht Stitzfunktionen, ahnlich wie es fiir 
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die ,,Poren der Kernmembran bei Amoeba proteus (BATRATI u. LEH- 
MANN 1952) und Xenopus (CALLAN u. TOMLIN 1950) angenommen wird. 
Die mittlere Schnittdicke (etwa 200 A) liegt tiber dem Durchmesser 
der kleinen Ringe und ihrem Abstand voneinander. In Langs- und 
Querschnitten muB daher die Vielzahl dieser ,,Ringe“ als geschlossene 
,,Plasmamembran“ erscheinen. Lokale Verdichtungen auf der ,,Plasma- 
membran‘‘ deuten jedoch das Vorhandensein der ,,Ringe“ an. 


Abb. 6. Polystictus versicolor, Spitzenkérper (?) lings. OriginalvergréBerung 11000:1, 
nachvergréBert auf 58 000: 1 


Wie bereits erwaihnt, nimmt in ailteren Hyphenteilen die Anzahl der 
groBen Ringe zu. Da deren Durchmesser iiber der mittleren Schnitt- 
dicke liegt, ist an Liangs- und Querschnitten die ,,Plasmamembran“ 
regelmaBig unterbrochen (Abb. 3 GR u. Abb. 5 GR). 

Vereinzelt treten Strukturen in Form konzentrischer Linien auf 
(Abb. 6). Diese Linien stehen mit den Ringen des Plasmalemmas in 
enger Verbindung. Sie erinnern in ihrer Anordnung an Liesegangsche 
Ringe. Nach GréBenordnung und Lage kénnten diese Strukturen dem 
Spitzenkérper (GIRBARDT 1957a) entsprechen. 


2. Zellkern 
Der Ruhekern ist, wie auch das Lebendbild zeigt, mehr oder weniger 
abgerundet (Abb. 4 u. 7). Die Wanderkerne sind langgestreckt (Abb. 8) 
und besitzen eine auRerordentliche Formenlabilitit. Besonders auffallend 


sind Stadien, in denen die aéuBere Begrenzung des Kernes deutlich gelappt 
erscheint (Abb. 9 KL). 
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Die Kernmembran stellt sich dar als 
beidseitig von einer kontrastreichen Linie 
begrenzte kontrastarme Schicht (Abb. 9 
KM). Es diirfte sich dabei um eine 
Membran handeln, die OsO, an der 
inneren und aéuBeren Grenzflache redu- 
ziert hat. Die kontrastreichen Linien sind 
etwa 50A dick, ihr Abstand voneinander 
betrigt etwa 100 A. Die Membran um- 
gibt als geschlossene Hiille den Kern- 
saftraum. 

Der bei Mikroorganismen meist als 
AuBenkern (AK) bezeichnete, vermutlich 
mit Karyolymphe erfillte Raum zeigt 
sich im elektronenmikroskopischen Bild 
mehr oder weniger dicht granuliert. 
Besondere Strukturen oder eine beson- 
dere Ordnung der granuliren Elemente 
sind nicht mit Sicherheit erkennbar. Ge- 
legentlich auftretende lokale Verdichtun- 
gen diirften artifiziell entstanden sein. 
Die Karyolymphe bietet so das Bild 
eines koagulierten, urspriinglich homo- 
genen Sols. 
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Abb. 7. Polystictus versicolor, Ruhekern lings. KM Kern- 

membran, 4K AuBenkern, NZ spharoide Einheiten, aus 

denen der Nucleolus aufgebaut ist. OriginalvergroBerung 
11000:1, nachvergr6Bert auf 14000: 1 


Abb. 8. Polystictus versicolor, Wanderkern lings. ZK 

14 u.2 die beiden Paarkerne, NZ sphiroide Hinheiten 

des Nucleolus, FO fidiges Organell. OriginalvergréBe- 
rung 11000:1, nachvergréBert auf 15000: 1 
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Das im allgemeinen als Nucleolus (Abb. 4 Nu) angesprochene Gebilde 
besteht aus vielen kugeligen bis spharoiden Einheiten (Abb. 7, 8 NE). 
Diese wiederum lassen zahlreiche, stark kontrastierte granuliire Bestand- 
teile (Durchmesser etwa 100 A) erkennen. Die gréBten, oft in Reihen 
angeordneten Einheiten besitzen einen Durchmesser von 100—200 mu 


Abb. 9. Polystyctus versicolor, lappig ausgezogener Teil des 

Zellkerns. KL Lappige Ausliiufer des Kernes, KM Kern- 

membran, AK Aubenkern., OriginalvergréBerung 8700:1, 
nachvergréBert auf 72000: 1. 


und reichen damit an 
die Auflésungsgrenze des 
Lichtmikroskops — heran. 
Die regelmaBige Anord- 
nung scheint auszuschlie- 
Ben, daf Strukturen vor- 
liegen, die dem Nucleo- 
lonema ahneln (ESTABLE 
u. SOTELO 1950; BORYSKO 
u. BANG 1951; BERNHARD, 
et al. 1952 u. 1955). 

Das Wesen dieser ,,Nu- 
cleolus‘‘-Strukturen wird 
unserem Verstiandnis erst 
dann nahezubringen sein, 
wenn die Kernteilungs- 
stadien eindeutig  elek- 
tronenmikroskopisch — er- 
faBt sind. Wie die Lebend- 
analyse immer deutlicher 
werden 1laBt, scheint der 
sogenannte Nucleolus ent- 
scheidenden Anteil am 
Teilungsgeschehen zu be- 
sitzen. Es wire danach 
méglich, daB die sphiro- 
iden Untereinheiten Nu- 
cleoproteidcharakter tra- 
gen. Hiertiber wird spiater 
im Zusammenhang mit der 
Kernteilung ausfiihrlich 
zu berichten sein. 


3. ,Chondriosomen‘ 


Die lebende Zelle besitzt neben vielen granulaartigen Kinschliissen 
zahlreiche, phasenoptisch sehr gut sichtbare, fidige Gebilde. Diese wur- 
den vorlaufig (GIRBARDT 1955a) rein morphologisch als ,,Chondri- 


osomen angesprochen. 


Uber die Substruktur von Polystictus versicolor L. 263 


j Gemessen an der Fille von Granula in der lebenden Zelle erscheinen im Ultra- 
diinnschnitt auBerordentlich wenig kugelige Gebilde. Die Ursache hierfiir diirfte 
einmal in der Eigenschaft von Polystictus versicolor liegen, daB die Hauptmasse 


Abb.10. Polystictus versicolor, strukturierte Granula. Mb Membran des Granulums, 7b elliptische Struk- 
turen, die auf tubularen Feinbau hindeuten. OriginalvergroBerung 8700: 1, nachvergrofbert auf 60000: 1 


Mb Membran, Est Hinstiilpungsstelle der Tubuli, OriginalvergréBerung 11000:1, 
nachvergroBert auf 58000:1 


der Granula sich in der wachsenden Spitze befindet. Das Plasma dieser Region. ist 
s0 stark elektronenstreuend, daB hier strukturierte Zellorganelle elektronenoptisch 
nicht identifiziert werden kénnen. Zum anderen diirfte ein Teil der Granula Reserve- 
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stoffcharakter tragen. Es ist kaum zu erwarten, daB sich diese im Substrukturbild 
manifestieren. 


Die strukturierten Granula (Abb. 10 u. 11) sind durch eine Membran 
(Mb) vom Cytoplasma abgegrenzt. Die kontrastreichen Schichten dieser 
Membran sind etwa 70 A dick. Von der Peripherie zum Inneren laufen, 


Abb. 12. Polystictus versicolor, fiidige Organelle (FO) liings. Tubuli (7), als parallele, kontrastreiche 
Linien dargestellt. OriginalvergréBerung 11000:1, nachvergréBert auf 26000:1 


Abb. 13. Polystictus versicolor, fiidige Organelle (FO) im Schragschnitt; Tubuli (7b) als elliptische 
Ringe und parallele Linien dargestellt. OriginalvergréBerung 11000:1, nachvergréfert auf 38000:1 


haufig in konzentrischer Richtung (Abb. 11b), paarig angeordnete, kon- 
trastreiche Linien (etwa 50 A dick). Diese schlieBen eine kontrastarme 
Mittelschicht (etwa 100 A dick) ein. 

Da hiaufig kreisrunde oder elliptische Anschnitte im Innern zu beob- 
achten sind (Abb. 10 Tb), scheint ein tubulares System vorzuliegen, wie 
es WOHLFAHRTH-BOTTERMANN (1956 u. 1957) fiir die Paramecium- 
Mitochondrien beschrieben hat. Auch der Vergleich an Hand von Serien- 
schnitten fihrt zu dieser Vorstellung (Abb. lla u. b). Die erhaltenen Bil- 
der deuten darauf hin, da die Tubuli handschuhfingerahnliche Einstiil- 
pungen der inneren Membranschicht darstellen (Abb. 11b Est). 

Die fidigen Organellen (Abb. 12 u.13 FO) der Zelle sind submikro- 
skopisch von einer stark osmiophilen Schicht umgeben. Im Gegensatz 
zu den Granula gelang es bisher nicht, die Membrannatur dieser Schicht 
nachzuweisen. Es besteht daher die Méglichkeit, daB die fadigen Gebilde 
vom Cytoplasma nur durch eine einfache Grenzflache, vielleicht in Form 
eines Lipoidfilms, getrennt sind. 
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Das Lebendverhalten der fadigen Gebilde kann besonders gut an Hand von Mikro- 
filmen (GIRBARDT 1957 b) untersucht werden. Hier zeigt sich, daB sie im Verlaufe 
weniger Sekunden ein Vielfaches ihrer urspriinglichen Lange erreichen oder in 
perlschnurahnliche Ketten zerfallen kénnen. Dies ist mit der Vorstellung, daB sie 
vom Cytoplasma nur durch eine Grenzflache geschieden sind, gut in Hinklang zu 
bringen. Auf die Problematik der mit den fadigen Gebilden zusammenhangenden 
Fragen soll an anderer Stelle eingegangen werden. 

Die Strukturen im Innern der fidigen Gebilde ihneln weitgehend den 
fiir die Granula beschriebenen. Auch hier scheinen tubulare Elemente 
(Tb) vorzuliegen, die in Abb. 12 hauptsichlich lings, in Abb. 13 dagegen 
bevorzugt quer geschnitten sind. 


4.Zellwand 


Die Chitinwand von Polystictus versicolor besitzt kein osmiophiles 
Material und ist auf Ultradiinnschnitten im Elektronenmikroskop nicht 
darstellbar. Es ist daher tiberraschend, daB die dem Plasmalemma un- 
mittelbar anliegende Schicht der Zellwand als zarte Linie (Abb. 14 Zw) 


a 


Abb. 14. Polystictus versicolor, Hinzelbilder einer Liingsschnittserie durch die Querwand der Haupt- 
hyphe a—c von der Peripherie zum Zentrum fortschreitend. Zw innerste Schicht der Zellwand, 
Pb Cytoplasmabriicke, die die Nachbarzellen miteinander verbindet, Vb bandférmiges Gebilde, 
das vielleicht bei Zellzerstorung den Querwandporus verschlieBen kann. 
OriginalvergréBerung 11000:1, nachvergréBert auf 45000: 1 


erscheint, die etwa 80 A dick ist. Dies deutet darauf hin, dai die innere 
Wandschicht von cytoplasmatischen Elementen durchsetzt ist, die eine 
Osmiumablagerung erméglichen. 

Eine Messung der eigentlichen Wandstarke wird an Querwiinden mog- 
lich. Hier erscheinen zwei zarte Linien, die den Plasmalemmen der 
Nachbarzellen unmittelbar anliegen (Abb. 14b). Das Querwandmaterial 
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ist vermutlich zwischen den beiden zarten Linien abgelagert. Als Wand- 
dicke ergibt sich 200 A. 


Es ist lehrreich, das phasenoptische Lebendbild (Abb. 15) mit diesem Befund 
zu vergleichen. Die weit unter der lichtoptischen Auflésungsgrenze liegende Zell- 
wand ist phasenoptisch deutlich zu erkennen. Es ware jedoch verfehlt, hier eine 
Dickenmessung zu versuchen, da diese zu vollig irrealen Werten fithren wiirde. 
Dies mahnt einmal mehr, bei der Deutung phasenoptischer Bilder gré8te Vorsicht 
walten zu lassen. 


5. Querwandporen 


Bei den meisten Phycomyceten und Ascomyceten ist eine Perforation der Quer- 
wiinde unbestritten. Die ,,septal pores‘‘ sind so groB, daB Granula und kleine Kerne, 
die vom Plasmastrom mitgefiihrt werden, hindurchrutschen kénnen. Bei Poly- 

stictus versicolor sind Poren in licht- 

eae » mikroskopischen Dimensionen nicht 

ain gh , vorhanden. Aus den Zelloperationen 

(GIRBARDT 1955b) wurde gefolgert, 

daB vielleicht winzige Poren vorhan- 

den sind, ,,die augenblicklich ver- 
schlossen werden kénnen™. 


ir Diese Vorstellung lieB sich sub- 
Seen eget ee"  mikroskopisch bestatigen. Abb. 14 
Phaigekbeeea eh iain uate stehen soll an Hand von Kinzelbildern 
kurz vor der Fertigstellung. Vergré8erung 2000:1 einer Schnittserie einen EKindruck 
von den Verhiltnissen an der 

Querwand vermitteln. Abb. 14a zeigt einen Lingsschnitt durch die 
periphere Region der Hyphe. Die Cytoplasmen der benachbarten Zellen 
sind véllig getrennt. Plasmodesmen konnten nicht gefunden werden. 

Der auf Abb.14b wiedergegebene Schnitt hat die Hyphe mehr median 
getroffen. Die Cytoplasmen sind etwa in der Mitte der Querwand auf- 
fallig abgehoben. Es lift sich nicht entscheiden, ob diese Abhebung 
vital praiformiert ist (dann miiB&te der elektronenoptisch kontrastlose 
Raum mit Substanz erfiillt sein), oder ein Fixierungsartefakt darstellt. 
Die kalottenihnlichen Riume treten mit groBer RegelmaBigkeit auf 
(vgl. Abb. 16a u. b). 

Abb. 14¢ 1aBt erkennen, daB eine diinne Cytoplasmabriicke (Pb) von 
etwa 600 A Dicke die Nachbarzellen miteinander verbindet. Die Analyse 
zahlreicher Bilder lait es wahrscheinlich werden, daB die Wand an der 
Stelle der Plasmabriicke ein Loch vom Durchmesser der plasmatischen 
Verbindung besitzt. 

Ks kann vorlaufig nicht entschieden werden, ob mehrere cytoplasma- 
tische Stringe durch eine Querwand hindurchlaufen oder ob nur ein 
zentraler, submikroskopischer Porus vorhanden ist. 

In Schnitten, die den plasmatischen Verbindungsstrang zweier 
Nachbarzellen getroffen haben, erscheint regelmaifBig je ein halbkreis- 
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formiges Gebilde (Abb. 14c, 16a u.b: Vb) im Cytoplasma beider Zellen. 
In ihm alternieren kontrastreichere mit kontrastarmeren Abschnitten 
(Abb. 16a u.b). 

Aus der Schnittserie (Abb. 14) geht hervor, daB es sich um ein band- 
oder stabférmiges Gebilde handeln muB, dessen Breite etwa dem Durch- 
messer des plasmatischen Verbindungsstranges entspricht. 

Méglicherweise erfiillen diese Gebilde die aus fritheren Versuchen ge- 
forderte Verschlu8funktion. Bei der Zerstérung einer Zelle tritt an der 
Querwand ein starker Druckunterschied zwischen der turgeszenzlosen, 


Abb. 16. Polystictus versicolor, Querwand der Haupthyphe (a) und Schnalle (b) langs. 
Vb VerschluBband zu beiden Seiten des Querwandporus. OriginalvergréBerung 11 000:1, 
nachvergr6Bert auf 35 000:1 


zerstorten und der turgeszenten, unbeschadigten Zelle auf. Der in der 
ungestérten Zelle herrschende Druck kénnte dazu filhren, daB das band- 
formige Gebilde an die Querwand gepreBt wird und den Porus ver- 
schlieBt. 


Zusammenfassung 


An Hand von Ultradiinnschnitten wird die Substruktur von Poly- 
stictus versicolor untersucht. 

Wachsendes, stoffwechselaktives Cytoplasma ist elektronenoptisch 
deutlich vom ruhenden Cytoplasma unterschieden. 

Das wachsende Cytoplasma scheint tubularen bzw. lamellaren Feinbau 
zu besitzen. 

Im Plasmalemma lassen sich ringférmige Gebilde verschiedener GroBe 
darstellen, die vermutlich Stiitzfunktion erfiillen. 

Der Zellkern besitzt eine Kernmembran. Im Aufenkern sind keine 
besonderen Strukturen erkennbar. Der Nucleolus besteht aus kugeligen 
bis spharoiden Einheiten. 
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Die strukturierten Granula sind von einer Membran umgeben und 
besitzen Tubuli. Ahnliche Innenstruktur zeigen die fadigen Zellorganellen. 
Bei ihnen lieB sich jedoch bisher keine AuBenmembran nachweisen. 


Die Querwiinde scheinen Poren von submikroskopischen Dimensionen 
zu besitzen. Die Cytoplasmen benachbarter Zellen stehen nur durch diese 
Poren miteinander in Verbindung. 

Beiderseits der cytoplasmatischen Verbindungsbriicke zwischen zwei 
Zellen liegt ein bandférmiges Gebilde, das méglicherweise die Quer- 
wandporen verschlieBen kann. 
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Bau, Verhalten und Bedeutung der kernaquivalenten 
Strukturen bei Oscillatoria amoena (Kiitz.) Gomont* 


Von 
GEORG WOLFGANG FUHS 


Mit 37 Textabbildungen 


(Hingegangen am 26. Juli 1957) 


In der Cyanophyceenzelle konnten bisher folgende Einschliisse mit 
Sicherheit nachgewiesen werden: 1. Eine zweischichtige Membran 
(FritscH 1905) sowie Scheiden und Gallerten, 2. ein lichtoptisch homo- 
genes, Pigmente und Ribonucleinsaéure enthaltendes Cytoplasma (GUIL- 
LIERMOND 1906, NEuGNoT 1951), 3. feulgenpositive, kernaiquivalente 
Strukturen (POLJANSKY u. PETRUSCHEWSKY 1929, GUILLIERMOND 1933, 
SPEARING 1937, CASSEL u. HUTCHINSON 1954), 4. Polyphosphatkérper 
(sog. Volutingrana oder metachromatische Kérper), die in ihrem Gehalt 
an Polyphosphatanionen den entsprechenden Zelleinschliissen vieler 
niederen Pflanzen und Protozoen ahnlich sind (EBEL 1952, EBEL u. 
CoLAs 1954), 5. Cyanophycinkérner (BorzI 1887), 6. Vacuolen, Gas- 
vacuolen, Polysulfidtropfen und Gipskristalle. 

Uber die Existenz eines morphologisch erfaBbaren Kernaiquivalents 
bei den Cyanophyceen besteht heute kein ernsthafter Zweifel mehr (vgl. 
z. B. GEITLER 1942, HARTMANN 1953). Ebenso herrscht Einigkeit dar- 
uber, da ein typischer, Chromosomen bildender Zellkern hier nicht 
existiert. Unklarheit besteht allein tiber den Bau dieses Kerniquivalents, 
sein Verhalten bei der Teilung und seine Beziehung zum echten Nucleus. 
In den folgenden Ausfiihrungen soll versucht werden, einen Teil dieser 
Fragen zu beantworten. 

Die im folgenden zu besprechenden Strukturen sind mit den in der Literatur 
als ,,Zentralkorper‘* oder ,,Chromidialapparat‘* bezeichneten identisch. Es handelt 
sich um ein Zellorgan, das in jeder intakten Cyanophyceenzelle vorhanden ist und — 
nach der heutigen Vorstellung — in physiologisch jungen Zellen einen geschlos- 
senen, zentralen Komplex bildet, sich jedoch in alteren Zellen in Einzelstiicke auf- 
lésen kann, die sich dann im Plasma verteilen (GUILLIERMOND 1906, 1926). Es liegt 
dabei in den jiingeren Zellen nicht ein vom iibrigen Plasma scharf und glattrandig 


* Aus einer Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat 
der Rheinischen Friedrich-Wilhelms- Universitat Bonn, 1956. 
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abgesetztes, einheitliches Gebilde vor, wie der Name Zentralkérper glauben 
machen kénnte, sondern ein fadiges Geflecht, das vom normalen Cytoplasma durch- 
drungen ist (GEITLER 1936). Die Frage, ob dieses Material nur verschlungen oder 
echt vernetzt ist, wird meist im zweiten Sinne entschieden (POLJANSKY u. PETRU- 
SCHEWSKY 1929). Ebenso erwaihnen mehrere Autoren granulire Beimengungen 
oder daf} die Faden des Geflechtes granulabesetzt seien (SPEARING 1937). Die fadigen 
Elemente des Zentralkérpers liegen in fadenbildenden Cyanophyceen meist in der 
_ Langsrichtung des ganzen Organismus orientiert. Bei der Zellteilung soll eine Strek- 
_ kung des netzartigen Gebildes in die Lange und eine anschlieBende Querdurch- 
schniirung stattfinden (POLJANSKY u. PETRUSCHEWsKY 1929, SPEARING 1937, 
NEvuGNOT 1951). GUILLIERMOND (1925), SPEARING (1937) und Krime (1954) fanden 
in manchen Arten stabformige Elemente des Zentralkérpers, die sich bei der Zell- 
teilung ebenfalls querteilen sollten (sog. ,,Haplomitose“ im Sinne von GUILLIER- 
MOND, MANGENOT u. PLANTEFOL 1933). Jedenfalls aber teilt sich der Zentralkérper 
aktiv und wird nicht von der sich bildenden neuen Querwand passiv durchschnitten 
(HAuPT 1923, SPEARING 1937). 

Nach PoLJANsKy u. PETRUSCHEWSKY (1929), NEUMANN (1930), PerTeR (1933), 
SPEARING (1937), CASSEL u. HUTCHINSON (1954) sowie anderen ist der Zentral- 
kérper feulgenpositiv. Nach Neucnor kann seine Basophilie durch Ribonuclease 
nicht aufgehoben werden. 


Diese Feststellungen rechtfertigen es, dieses Strukturelement der 
Cyanophyceenzelle zumindest vom physiologischen und cytochemischen 
Standpunkt aus als Kernaquivalent aufzufassen. 

Der Name ,,Zentralkorper“ soll aus den angefiihrten Griinden auf den 
folgenden Seiten vermieden werden, ebenso wie der vielfach verwendete 
Name ,,Chromidialapparat, der von R. HERTWIG gepragt und von 
GUILLIERMOND (1906) tibernommen wurde und, wie wir heute wissen, 
Fadenstrukturen bezeichnet, die Ribonucleinsaure, aber niemals Desoxy- 
ribonucleinsdure enthalten. Es soll daher vorléufig von dem ,,Chro- 
matinapparat* (,,chromatic apparatus‘ SPEARING) bzw. von einzelnen 
,Chromatinelementen“ gesprochen werden. 


Altere Auffassungen iiber die Natur des Chromatinapparates, die von der vor- 
getragenen abweichen, sollen hier nicht referiert werden, soweit sie uns durch an- 
dere Untersucher inzwischen ausreichend widerlegt erscheinen. Im einzelnen sei 
auf die Zusammenfassungen von FRITSCH (1945), DRAWERT (1949) und SCHUSSNIG 
(1953) verwiesen. Kurz erwaihnen miissen wir dagegen die Arbeiten von BRINGMANN 
(1950), HeRBsT (1953, 1954) und VON ZAsTROW (1953). (Eine ausfihrlichere Stellung- 
nahme findet sich bei FunsS 1956a, b.) 

BRINGMANN bestreitet die Existenz eines feulgenpositiven Chromatinapparates 
im oben angefithrten Sinne. Trager der Ribo- und Desoxyribonucleoproteide sind 
nach seiner Auffassung die Polyphosphatgrana als sog. Karyoide. BRINGMANN 
stiitzt sich hierbei im wesentlichen auf die Farbbarkeit dieser Grana mit Methyl- 
grin, Pyronin und fuchsinschwefliger Saure. Die Arbeiten von HERBST enthalten 
sehr ahnliche Gedankengange. 

Von ZAstRow dagegen beschreibt ein dem Chromatinapparat abnliches Gebilde 
(,,.Zentralsubstanz‘‘) als Bestandteil aller Zellen, das sie mit basischen Farbstoffen, 
insbesondere Fluorochromen, darstellen konnte, das aber im Gegensatz zum echten 
Chromatinapparat nicht als fadiges Geflecht, sondern mehr als eine plumpe Masse 
erscheint, die in alteren Zellen in Grana zerfallen soll. 
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Material 


Fir die Untersuchungen wurde in erster Linie die Art Oscillatoria 
amoena (Kiitzing) Gomont verwendet, daneben auch Gloeothece spec. und 
Nostoc spec. Orientierende Beobachtungen erstreckten sich auch auf 
Lyngbya stagnina Kiitz., Phormidium tenue (Menegh.) Gom. und Pseud- 
anabaena catenata Lauterb. Wahrend wir Oscillatoria amoena und Nostoc 
spec. nach den Angaben von CASSEL u. HUTCHINSON (1954) im rein 
mineralischen Nahrmedium kultivierten, standen die anderen Arten nur 
in Rohkulturen zur Verfiigung. 


Die Kulturlésung nach CasseL u. HUTCHINSON hat folgende Zusammensetzung: 
CaCl, 0,05 g; KNO, 0,25 g; FeSO,- 7 H,O 0,0025 g; MgSO,- 7 H,O 0,1 g; K,HPO, 
0,1 g; Spurenlésung (s. u.); Aq. redest. ad 1000,0 ml. Die bei CASSEL u. HUTCHINSON 
angegebene Spurenlésung nach HOAGLAND und ARNON bewahrte sich — vielleicht 
wegen des fehlenden Kupfers — auf die Dauer nicht, sie wurde daher durch die 
Loésung nach WALL, WAGENKNECHT, NEWTON u. BURRIS (1952) ersetzt: H,;BO, 
572 mg; Co(NO;), - 6 H,O 247 mg; CuSO,:5 H,O 19,6 mg; MnCl, - 4 H,O 1,8 mg; 
ZnSO,:7H,O 439 mg; Na,MoO,- 2 H,O 450 mg; Aq. dest. ad 1000,0 ml; davon 
je 2,0 ml auf 1000 ml Kulturlésung. 

Die Kulturen wurden im Dauerlicht gehalten (25-W-Gliihlampe in 25—30 em 
Abstand). Die Temperatur im Kulturschrank lag zwischen 26 und 28°C, der 
Py-Wert der Nahrlésung stieg wahrend der Kultur von 7,4 auf 9,0 bei deutlicher 
Entkalkung des Mediums. 


Fiir die Versuche wurde, soweit nichts anderes vermerkt ist, nur 
»physiologisch junges“ Material herangezogen, d. h. Algen aus jungen, 
kraftig wachsenden Kulturen. Insbesondere sollten die Zellen nicht 
vacuolisiert sein, wie es bei Cyanophyceen aus alten Kulturen haufig der 
Fall ist (GUILLIERMOND 1926, VON ZASTROW 1953). 


Methoden 


I, Methoden zur Darstellung der kerndquivalenten Strukturen 


A. Fluorochrome 
Von den Fluorochromen wurden folgende Farbstoffe verwendet: 


1. Orientierende Versuche mit Acridinorange (Merck), Auramin (Merck), 
Acridingelb extra (Hollborn), Trypaflavin unbekannter Herkunft, Thioflavin 
(Griibler und Bayer), Coriphosphin (Hollborn), Primulin (Bayer) und Thiazolgelb 
(Griibler), Die Farbstoffe wirkten jeweils in der Verdiinnung von 1:10 000 20 min 
lang auf die unfixierten Zellen ein. 

2. Acridinorange (Merck) 1:10000 bis 1:100 000 in m/150 Phosphatpufter 
von py 4,0—8,0 (optimal py 6,6), 15 min. 

3. Auramin (Merck) 1:10 000 in m/150 Phosphatpuffer von py 4,0—8,0, 15 min. 
Deutlichste Farbung bei py 6,5—7,5 oder mit ungepufferter Lésung. 

4. Trypaflavin unbekannter Herkunft, Anwendung wie unter 2., py ohne 
Einflu®B zwischen 4,0 und 8,0. 

5. Berberinsulfat (Griibler oder Bayer), Anwendung wie unter 2., deutlichste 
Farbung bei pq-Werten zwischen 6,5 und 8,0 oder mit ungepufferter Lésung. 
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B. Verfahren mit Salzsiéure-H ydrolyse 


6. Nuclealreaktion nach FRULGEN. Als gut geeignete Fixiermittel er- 
wiesen sich: Alkohol 96%, Sublimat in gesittigter, waGriger Lésung, Sublimat- 
alkohol nach SCHAUDINN (bei Zimmertemperatur angewendet) und das Gemisch 
nach CHABAUN [80% iger Alkohol 60 ml, Phenol krist. 15 g, Formalin 5 ml, Eisessig 
2 ml (BorvIn, VENDRELY, TULASNE u. MINCK 1947)]. Ebenfalls brauchbar war das 
sog. MF-Gemisch [Methanol 90 ml, 40°,iges Formalin 10 ml (MURRAY 1953)] sowie 
die meisten anderen Fixiergemische, soweit sie nicht wegen ihres Bichromatgehaltes 
eine Polysaccharidreaktion (nach BAUER u. FEULGEN) einleiten. Die Fixierungs- 
dauer betrug in allen Fallen 15 min. 

Eine optimale Hydrolyse in nHCl bei 60° C dauerte nach Fixierung in Alkohol, 
Sublimatlésung, Sublimatalkohol und nach CHABAUD 10 min, nach Sublimateis- 
essig 8 min. AnschlieBend wurde kurze Zeit in kalter nHCl, dann in Aq. dest. 
gespult und fir 3 Std in fuchsinschweflige Saure tiberfiihrt (bereitet aus Parafuchsin 
1g, Aq. dest. 200 ml, nHCl 20 ml und NaHSO, sicc. 1 g). Zuletzt wurde dreimal 
je 5 min in SO,-haltigem Wasser gespiilt. 

Beobachtet wurde in Wasser oder nach Passieren der Alkoholreihe in Caedax. 
Im letzten Falle empfiehlt sich eine vorherige Gegenfarbung mit Alizarinviridin, die 
die Zellumrisse besser hervortreten laBt. 

7. Salzsaure Hydrolyse — Giemsa. Es wurde nach folgendem Schema 
verfahren: Fixierung nach CHABAUD 15 min; Wasserung unter flieBendem Wasser 
3 min; Hydrolyse in nHCl bei 60° C 10 min; Wasserung unter flieBendem Wasser 
5 min; Farbung in Giemsalésung, 1:60 mit Pufferlosung nach WEISE (py 7,2) ver- 
dinnt, 2 Std; Auswaschen und Eindecken in Pufferlésung, Paraffinumrandung. 

8. Salzsaure Hydrolyse — Giemsa — Tannin. Durchfithrung wie unter 
7., aber im AnschluB an die Farbung wurde mit 10°,iger Tanninlésung 20 min 
differenziert und nach griindlichem Auswaschen in Pufferlésung eingedeckt. 


C. Fdrbung mit basischen Farbstoffen ohne voraufgegangene H ydrolyse 


9. Basisches Fuchsin. Fixierung nach CHABAUD; Fuchsin basisch in 0,1%iger 
waBriger Lésung 15 min; Alkoholpassage binnen 5 min, Xylol, Caedax. 

10. Giemsafarbung. Verfahren wie unter 7., aber ohne Hydrolyse. 

11. Carminessigsdure, ohne vorangehende Fixierung und ohne Krwarmen 
angewendet. 

12. Brillantcresylblauessigsaure nach STEWART wu. SCHERTIGER 
(1949). Alkohol-Eisessig (3:1 oder 2:1) 3 min; Alkohol 70% 2 min; Brillantcresyl- 
blauessigsiure 5 min (die Farblésung wird hergestellt, indem man 2% Brillant- 
ereyslblau ohne Erwarmen in 45% iger Essigsiure lost); Alkohol 70% (2 min), 
dann eindecken in Wasser. 

13. Methylgriinessigsdure nach STRASBURGER, ohne Fixierung oder 
nach Fixierung in Alkohol oder Formol angewendet. 

14. Pyronin G in 1%iger waBriger Lésung nach Alkohol- oder Formolfixierung. 


D. Die Anwendung von Fermenten (Nucleasen und Proteasen ) 

15. Ribonuclease — Giemsa. Fixiergemisch nach CHABAUD 15 min; Wasse- 
rung unter flieBendem Wasser 60 min; Ribonuclease krist. (Armour, Chicago) in 
0,02%iger Losung in m/15 Phosphatpuffer (pq 6,0) bei 37° C 10—60 min, optimal 
20 min; Wasserung in Aq. dest.; Giemsafirbung und Kinschlu8 wie unter 7. 

16. Ribonuclease — Pepsin — Giemsa. Fixierung und Abbau mit Ribo- 
nuclease wie unter 15., Pepsin (Merck) in 0,02%iger Losung in n/100 HCl bei 
37° C8 30 min; Wasserung in flieBendem Wasser 15 min; Giemsafarbung und Kin- 
schluB wie unter 7. 
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l6a. Entwisserung nach Giemsafarbung, wenn notwendig, in Aceton- 
Xylol (1:1) 3 min, dann Xylol und Ubergang in Caedax. 

16b. Entwasserung nach Giemsafarbung in schonenderer Form: Beizung 
des nach Gremsa gefarbten Praparates in 5°, iger Phosphomolybdansaurelésung fiir 
5 min, Entwasserung iiber Alkoholstufen, dann Xylol und Ubergang in Caedax, 

17. Desoxyribonuclease — Giemsa. Fixiergemisch nach CHABAUD 15 min; 
Spiilung unter flieB8endem Wasser 60 min; Desoxyribonuclease krist., proteasefrei 
(Worthington Inc., Freehold N. J., USA) in 0,02%iger Lésung in m/15 Phosphat- 
puffer (py 6,0) mit Zusatz von 0,05 m MgSO,:7H,O als Aktivator, 120 min bei 
37°C unter Wechseln der Fermentlésung nach 15, 30 und 45 min (JACKSON u. 
Dessau 1955); Abspiilen in Wasser; Giemsafarbung und EinschluB wie unter 7. 

18. Desoxyribonuclease — Ribonuclease — GiEMsA. CHABAUD-Fixierung 
und Abbau mit Desoxyribonuclease wie unter 16., Abbau mit Ribonuclease wie 
unter 15. und Farbung wie unter 7. 

19. Ribonuclease — Gallocyanin-Indiumalaun. Fixierung und Ferment- 
einwirkung wie unter 15.; Gallocyanin-Indiumalaun, hergestellt nach der Vor- 
schrift von BAHR (1953), Einwirkungszeit mindestens 40 Std bei 37° C; Beobach- 
tung in Wasser. 

20. Ribonuclease — Pepsin — Gallocyanin-Indiumalaun. Durch- 
fihrung wie unter 19., aber im Anschlu8 an die Ribonucleaseeinwirkung Abbau mit 
Pepsin wie unter 16. in den ProzeB eingeschoben. 

21. Diastase — Ribonuclease — Pepsin. Diastase (Merck) (0,2%ige L6- 
sung in Aq. dest.) 24 Std bei 50° C, Ribonuclease wie unter 15.; Pepsin wie unter 
16.; Aufbringen des zerzupften Materials auf Formvar-befilmte Netzblenden fir 
das Elektronenmikroskop. 

22. Diastase — Ribonuclease — Pepsin — Gallocyanin-Indiumalaun. 
Durchfiihrung wie unter 21., aber im Anschlu8 an die Pepsineinwirkung Farbung 
mit Gallocyanin-Indiumalaun wie unter 19. 

Pufferkontrollen zu diesen Versuchen: An Stelle der Fermentlésungen 
wurden gleiche Praparate mit fermentfreien Pufferldsungen behandelt. Diese Kon- 
trollen wurden beim Arbeiten mit Desoxyribonuclease und bei den Praparationen 
fiir das Elektronenmikroskop stets, in den iibrigen Fallen nur bei der Einarbeitung 
des betreffenden Verfahrens mitgefiihrt. 


II. Verfahren zur Darstellung der Polyphosphatgrana 


23. Volutinfarbung nach MEYER (1904) mit Methylenblau und 1°%iger 
Schwefelsiure. Die Polyphosphatkérper erscheinen tiefblau. 

24. Bleifallung bei py 1 nach EBEL u. CoLaAs (1954). Fixierung mit Al- 
kohol oder Formol; 10% Pb(NOg),. gelést in n/10 HNO, 15 min; Spiilen in flieBen-. 
dem Wasser 15 min; farbloses Ammonsulfid 3 min; die Phosphatkérper erscheinen 
schwarz. 

25. Fuchsinschweflige Saiure ohne vorangehende Hydrolyse. Das 
Reagens wurde dargestellt, wie unter 6. beschrieben. Die Einwirkungszeit betrug 
Minuten bis Stunden; die Polyphosphatkérper erscheinen tiefrot. 


III. Beobachtung 


Fir die mikroskopische Beobachtung und photographische Wiedergabe stand 
ein Leitz-Apochromat (n. A. 1,40) mit Periplanokularen zur Verfiigung, fiir die 
Phasenkontrastbeobachtung eine Einrichtung von Zeiss-Winkel. Die Photographien 
besitzen im allgemeinen einen Abbildungsmafstab im Plattennegativ von 1200:1 
bis 1300:1 und sind nachvergréBert. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen 
sind mit einem Philips-75-kV-Elektronenmikroskop auf Kleinbildfilm aufgenommen. 
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Kigene Befunde 
Da die Ergebnisse cytologischer Forschung weitgehend von den an- 
gewendeten Methoden abhangig sind, werden im folgenden die Beobach- 
tungen geordnet nach den Untersuchungsverfahren mitgeteilt. Dabei 
war es nicht zu vermeiden, sogleich manche Publikationen der letzten 
Jahre kritisch zu diskutieren. 


Vitalbeobachtungen im Hellfeld 
Die Beobachtungen lebender Zellen von Oscillatoria amoena wie auch 


der anderer fiidig wachsenden Formen lieBen den Chromatinapparat als 
weniger stark gefarbten Zentralbereich in jeder Zelle erkennen (Abb. 1). 


Abb. 1. Oscillatoria amoena, keimendes Hormogonium aus einer Deckglaskultur. 
Der Faden ist mit Bakterien besetzt. 1920:1 


Der Chromatinapparat war stets mehr oder weniger zerkliftet. Er 
erschien an den Langsseiten verhaltnismaBig glatt begrenzt, an den den 
Querwanden zugekehrten Seiten stets mit Ausliufern versehen, und zwar 
reichten die Ausliufer im allgemeinen bis an die Querwande heran (vgl. 
a. NADSON 1895). Der Chromatinapparat selbst war nie homogen, son- 
dern stets strukturiert. Diese Strukturen liefen vornehmlich in der Langs- 
richtung der Trichome. 

Diese verhaltnismaBig dicht geschlossene Form des Chromatinappa- 
rates lag nur in jiingeren, unvacuolisierten Zellen vor. Material aus 
alteren Kulturen zeigte dagegen Zellen, die im ganzen schwach marmo- 
riert erschienen. Gleichzeitig hinderte die zunehmende Polyphosphat- 
speicherung (,,Metachromatin“ s.u.) die genauere Analyse am unge- 
farbten Priparat. Dieser gewisse Formwechsel des Chromatinapparates 
ist bereits bei GUILLIERMOND (1906, 1926) beschrieben. 


Vitalbeobachtungen im Phasenkontrast 
Im Phasenkontrastmikroskop erschien der Chromatinapparat in jun- 
geren Zellen ganz so wie bei CASSEL u. HUTCHINSON ( 1954) beschrieben. 
Er stellte eine unscharf begrenzte, nicht von Diffraktionsréumen um- 
gebene aufgehellte Zone dar, die in ihrer Ausdehnung mit der im Hell- 
feldbild erkennbaren iibereinstimmte (Abb. 2). 


Fluorochromierung (Methoden Nr. 1—5) 
Die Fluorochromierungsversuche wurden an allen im Abschnitt ,,Ma- 
terial‘ genannten Arten, und zwar an Faden verschiedenen Kulturalters 
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wiederholt. Fluorochromiert wurde mit Acridinorange, Auramin, Trypa- 
flavin und Berberinsulfat. Wir waren bestrebt, den Fluorescenzeffekt 
nicht an Zeichnungen, sondern an Photographien festzuhalten. Da die 
Fluorescenzfarbe des Acridinorange rasch in rot umschlug und Trypa- 
flavin eine goldgelbe Fluorescenz ergab, wurde fiir die Aufnahmen nur 
mit den griingelb fluorescierenden Farbstoffen Auramin und Berberin- 
sulfat gearbeitet. Alle diese basischen Fluorochrome markierten die 


Abb. 2. Oscillatoria amoena, lebender Faden aus junger Kultur im Phasenkontrastmikroskop. 
Die hellen Zonen deuten die Lage des Chromatinapparates an, 
die dunklen Grana sind Cyanophycinkorner. 2080: 1 


, Zentralsubstanz‘’ (VON ZASTROW), d.h. den Chromatinapparat. Mit 
Ausnahme des Berberinsulfats fiirbten sie auch die Membranen und 
die spiter zu besprechenden Polyphosphatkérper. Die Cyanophycin- 
kérner, die VON ZASTROW mit Trypaflavin darstellen konnte, nahmen 
keinen unserer Farbstoffe an. 


Abb. 3. Oscillatoria amoena, Fiiden aus junger Kultur, fluorochromiert mit Berberinsulfat. 
Nur die Chromatinapparate fluorescieren. 2100:1 


Wie Abb. 3 fiir O. amoena zeigt und die Beobachtungen an den anderen 
Arten bestitigen, besitzt der Chromatinapparat keineswegs ein grobes, 
klumpiges Aussehen, wie bei VON ZASTROW (1953) angegeben. Er fluo- 
rescierte in keinem Falle gleichmaBig, erschien aber auch nicht véllig 
unregelmaéBig marmoriert, sondern in meist parallel zur Lingsrichtung 
des Fadens verlaufenden Strukturen. Er war stets mehr oder weniger 
zerfetzt und verfiigte tiber fidige Ausliufer, vor allem zu den Quer- 
wiinden hin. In alteren Zellen lagen die Bestandteile des Zentralkérpers 
in der Zelle zerstreut, aber sie waren nicht als Brocken wie bei voN ZA- 
STROW ausgebildet, sondern stets als Stiicke feiner Faden, wie bereits 
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bei GUILLIERMOND (1926) beschrieben. Die Identitat der ,,Zentralsub- 
stanz (VON ZASTROW) mit dem Zentralkérper GUILLIERMONDs ergibt 
sich besonders deutlich, wenn man die Abb. 25 aus von ZASTROWs Arbeit 
(Anabaena variabilis mit Vacuolen) mit der Abb. 7 bei GUILLIERMOND 
(1926) vergleicht, in der vacuolisierte Faden von Schizothrix miilleri dar- 
gestellt sind. Krmme (1954) entscheidet sich an Hand seiner Fluorescenz- 
aufnahmen ebenfalls fiir die Auffassung GUILLIERMONDs. 

Nach von ZASTROW zerfallt die ,,Zentralsubstanz in alten Zellen in 
kugelige Grana. Da die Autorin aber in den von ihr untersuchten Arten 
kein ,,Metachromatin“‘ nachgewiesen hat, war zu priifen, ob diese ,,Zen- 
tralsubstanzgrana“ nicht etwa Polyphosphatgrana (das ,,Volutin“ oder 
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Abb. 4 Abb. 5 


Abb. 4. Oscillatoria amoena aus alter Kultur, mit Auramin fluorochromiert. Chromatinapparat, 
Polyphosphatgrana und Membran fluorescieren. 2080: 1 


Abb.5a und 5b. Osciallatoria amoena aus alter Kultur. Derselbe Faden (oben) nach Fluorochromierung 
mit Auramin (Negativkopie!) und (unten) nach der Volutinfarbung nach MEYER. 
Wie trotz leicht verschiedener Einstellebenen zu erkennen ist, sind in beiden Fiillen die gleichen Grana 
dargestellt. Kleinbildaufnahmen 1800: 1 


,,Metachromatin der alteren Autoren) darstellen, zumal da sich die 
Polyphosphatgrana infolge ihrer ungewohnlich hohen Basophilie (vgl. a. 
DRAWERT 1949) mit basischen Fluorochromen sehr leicht darstellen 
lassen (Acridinorange: KrinG 1953, BorcHEerT u. HELMCKE 1950; Aur- 
amin: K6LBEL 1953). AuBerdem erscheinen Polyphosphatkérper in 
Algen aus alteren, gut gefiihrten Kulturen besonders zahlreich (ZUELZER 
1911, Prat 1925). 

Wie bereits erwahnt, sahen wir in unseren Priiparaten, daB der Chro- 
matinapparat in dlteren Zellen in fadige Stiicke zerfiel. Daneben waren 
aber meist Grana zu erkennen, die sich vom Chromatinapparat durch 
ihre viel intensivere Fluorescenz unterschieden. Diese Grana waren oft 
so zahlreich, daB sie den Chromatinapparat verdeckten (Abb. 4). Wenn 
wir identische Stellen solcher Praparate zum ersten Male nach der Fluoro- 
chromierung und zum zweiten Male nach einer anschlieBenden Volutin- 
farbung nach Mrver (Verfahren Nr. 23, s. 0.) photographierten (Abb. 5a 
u. 5b), so erwiesen sich alle , Zentralsubstanzgrana“ als Polyphosphat- 


korper. 
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N uclealreaktion nach Feulgen (Verfahren Nr. 6, 8. 0.) 


Die Nuclealreaktion nach FEULGEN u. ROSSENBECK (1924) gehért 
heute noch zu den zuverlassigsten qualitativen Verfahren zum Nachweis 
der Desoxyribonucleinsiure (DNS) in situ (vgl.a. die Ubersicht von 
LESSLER 1953). 

Ein Zellbestandteil gilt als nuclealpositiv und damit DNS-haltig, wenn er weit- 
gehend unabhangig vom Fixiermittel und auch nach 24stiindiger Alkoholeinwirkung, 
aber nur nach einer voraufgegangenen Hydrolyse mit fuchsinschwefliger Saure 
die charakteristische Rotfairbung ergibt. 

Beim Arbeiten mit Cyanophyceen muB aber noch der Umstand beach- 
tet werden, da& die Polyphosphatkérper mit fuchsinschwefliger Saure 
ohne vorangegangene Hydrolyse eine intensive Rotfarbung ergeben 
(Abb. 6). Dieses Farbeergebnis ist aber nicht eine FEULGEN-Reaktion auf 
locker gebundene DNS“, wie BRING- 
: MANN (1950) annahm, sondern eine un- 
Eee spezifische Adsorptionserscheinung, die 
ere Ages: FS auch mit synthetischem Polyphosphat 
en und anderen stark adsorbierenden Sub- 
Abb. 6. Oscillatoria amoena, Vaden aus stanzen gelingt. Durch eine mindestens 
alter Kultur, Fuchsinschweflige Siure 7 min dauernde Hydrolyse in nHCl von 

ohne Hydrolyse. ; A : : 
Polyphosphatgrana. 1300:1 60° C, wie sie einen Bestandteil der Nu- 
clealreaktion darstellt, werden die Poly- 
phosphatk6rper jedoch nahezu véllig hydrolysiert und stéren dann nicht 
mehr. BRINGMANN glaubte die ,,locker gebundene DNS mit Lanthansalzen 
fallen‘ zu kénnen und erreichte nach dieser Vorbehandlung eine FEULGEN- 
Reaktion an den Phosphatkérpern nach regulirer Hydrolysezeit. Wenn 
wir ineigenen Versuchen vor der Hydrolyse 15 min lang eine 2 prozentige 
Lanthanacetatlosung auf die Zellen einwirken lieBen, so waren die Phos- 
phatkorper erst nach 12 min Hydrolyse anstatt nach 7—8 min abgebaut. 
Schwerléslichkeit der Lanthanpolyphosphate ist hier die wahrscheinliche 
Ursache; denn in der normalen Zelle sind die Polyphosphatanionen durch 
eine entsprechende Anzahl von Kaliumionen neutralisiert, wie SCHMIDT, 
HrcuT u. THANNHAUSER (1949) an Hefe feststellen konnten. Auch EBEL 
(1952) muBte nach einer Bariumfillung der Polyphosphatanionen linger 
hydrolysieren als ohne diese. 

Die Nuclealreaktion gelang an Cyanophyceen optimal nach den glei- 
chen Fixierungen, die schon POLJANSKY u. PETRUSCHEWSKY (1929) als 
besonders geeignet angegeben hatten (s. 0.). Der Kontrast war in seiner 
Stiirke nicht mit dem an den gréberen Kernstrukturen héherer Organis- 
men erzielbaren zu vergleichen, aber in der Masse der Zellen bereits 
makroskopisch zu erkennen, bei Griinfilterung recht gut zu untersuchen 
und auf orthochromatischem Negativmaterial sehr gut zu photographie- 
ren (Abb. 7). Man erkennt in den normal gestalteten Zellen die Chro- 


a 
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matinapparate in typischer Ausbildung als Bestandteile aller Zellen. 
Sie setzen sich offenbar aus linear gestalteten Elementen zusammen, 
die im wesentlichen in der Langsrichtung des ganzen Fadens angeordnet 
sind. Uber Feinstruktur und etwaige Vernetzung der Elemente kann 
jedoch nichts ausgesagt werden. Auffallig ist ein gewisses granulares 
Element. Die einzelnen Fasern des Chromatinapparates erscheinen mit 
Grana besetzt oder an den Enden zu Grana angeschwollen. Noch be- 
merkenswerter sind jedoch Formen, wie sie die Abb. 8 zeigt. Diese und 
ahnliche Bilder wurden nach Alkohol-, Methanol-Formalin- und CHABAUD- 
Fixierung erhalten. Ein Teil der Chromatin- 
4 apparate erschien als kompakte, zentral 
gelagerte Masse, teilweise wie in Teilung 


Abb. 7. Oscillatoria amoena, Abb. 8. Oscillatoria amoena, 
Nuclealreaktion, 1400:1 Nuclealreaktion, 2240: 1 


begriffen. In den iibrigen Zellen waren bei extremer Ausbildung dieses 
Typs die Chromatinapparate in Granulaanhiufungen aufgelést. Auf die 
Deutung dieser Erscheinung wird weiter unten eingegangen werden. 


Salzsaure Hydrolyse—Giemsafdrbung (—Tannin) 
Verfahren Nr.7 und 8 

Die salzsaure Hydrolyse, wie sie bei der FeuLGEN-Reaktion angewendet 
wird, iibt noch eine weitere Wirkung aus. Sie eliminiert namlich die 
plasmatische Ribonucleinsiure (RNS) durch Depolymerisation (VEN- 
DRELY u. LIPARDY 1946, VENDRELY-RANDAVEL 1949 a, b, Pouyvet 1949), 
so daB die Plasmabasophilie aufgehoben wird. In ahnlicher Weise werden 
auch die stark basophilen Polyphosphatkérper abgebaut. So bleibt die 
DNS als meist einziger basophiler Zellbestandteil zuriick und kann mit 
basischen Farbstoffen elektiv hervorgehoben werden. Dieses Verfahren, 
das PIEKARSKI (1937) erstmalig zur Erginzung der Nuclealreaktion an- 
gewendet hatte, wurde an Cyanophyceen von Nevenor (1951) und in 
der Variante mit Tannindifferenzierung (CASSEL 1951) auch von CASSEL 
u. HUTCHINSON (1954) verwendet. 

Das Ergebnis deckte sich in groBen Zigen mit den Befunden von 
CAssELu. HUTCHINSON (1954). Gegentiber den FEvULGEN-Praparaten waren 
die Kontraste stark erhoht, die morphologische Erscheinung blieb jedoch 
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die gleiche. Auch hier erschienen die linearen Elemente des Chromatin- 
apparates granulabesetzt oder in Granula umgewandelt (Abb. 9). 
Vergleicht man diese Beobachtungen mit den bisher von den Autoren 
an Hand der FrutcEn-Reaktion und der HCl-Giemsa-Firbung veréffent- 
lichten Ergebnissen, so zeigt sich eine gute Ubereinstimmung und ein 
gewisser Unterschied gegenitber den Ergebnissen, die mit Methoden 
ohne Hydrolyse gewonnen wurden. Diese Differenzen sind gleichzeitig 
von der Fixierungsmethode unabhiangig; denn CASSEL u. HUTCHINSON 
arbeiteten mit Osmiumtetroxyd, POLJANSKY u. PETRUSCHEWSKY mit 
Sublimatgemischen, wir selbst dariiber 
hinaus mit Alkohol und der Flissig- 


SF Bi keit nach CHABAUD. 

ee. ™ oe Die nach einer sauren Hydrolyse all- 
ee ee gemein zu beobachtende Verklumpung 
A Rae YP ag AE und Abkugelung des Chromatinappa- 
oe — rates oder seiner Bestandteile, also eine 
Viscositiitsminderung seines Materials, 
a sind vielleicht bei Strukturen dieser 
“ Feinheit bereits der sichtbare Ausdruck 
AOD Oana oe eee der Hydrolyse im molekularen Bereich, 
a ae einer Hydrolyse, deren oft zitierte Milde 
sich nur auf den nicht sehr weitgehenden chemischen Abbau des DNS- 
Molekiils bezieht, die Tragerstrukturen aber mehr oder weniger stark 
beeinflussen kann. Auch Li u. Sracry (1949) vermuten einen EinfluB 

der salzsauren Hydrolyse auf feine mikroskopische Strukturen. 


Basische Farbstoffe ohne vorhergehende Hydrolyse 
(Verfahren Nr. 9—14) 

LieBen wir auf O.amoena nach CHaBaub-Fixierung Giemsafarbstoff 
ohne Hydrolyse einwirken, so erhielten wir gegeniiber dem Hydrolyse- 
verfahren ein ganz anderes Bild. 

Nach JACOBSON u. WEBB (1952) fiirben sich Desoxyribonucleoproteide 
mit Giemsafarbstoff rot, Ribonucleoproteide blau. In den Cyanophyceen 
erschienen daher die Chromatinstrukturen durch die hohe Basopbilie des 
RN§-haltigen Plasmas verdeckt, nur die Phosphatkérper traten, wo sie 
vorhanden waren, schwarzblau gefiirbt hervor. Durch Photographie 
polyphosphatarmer Fiiden auf orthochromatischem Negativmaterial bei 
stark verlaingerter Belichtungszeit lieB sich jedoch der Roteffekt am 
Chromatinapparat sichtbar machen, Mit dem gleichen Kunstgriff lieB 
sich auch nach einfacher Fuchsineinwirkung der dunkelrote Chromatin- 
apparat auf rotem Grund darstellen (Abb. 10). Hier waren keinerlei 
Klumpen oder Grana, sondern nur glatte, fadige Strukturen tief 
gefiirbt dargestellt. Auch Carminessigsaure eignet sich zur Darstellung 
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des Chromatinapparates, wie schon HreRONYMUS (1892) feststellte. 
Dieses Zellorgan hob sich jedoch neben den rotgefarbten Cyanophycin- 
kérnern nur schwach vom ebenfalls rotgeténten Cytoplasma ab, in der 
Photographie wird der Effekt wiederum verstirkt wiedergegeben 


B 


Abb. 10. Oscillatoria amoena, bas. Fuchsin ohne Hydrolyse, 2340:1 


(Abb. 11). Hier erschien der Chromatinapparat aufgelost in einzelne 
stab- oder fadenférmige Elemente, die parallel zur Fadenachse lagen. 
Die Fadenstiicke erschienen in kurzen Zellen ebenso lang wie diese, in 
langeren Zellen kiirzer als diese. Die verhaltnismaBig gute Darstellung 
ist zugleich darauf zuriickzufiihren, daB die st6renden Polyphosphat- 
k6rper von der Carminessigsaure 
gelost wurden. 

Den gleichen Vorzug, die 
Phosphatk6rper zu eliminieren, 
besitzt auch die Brillant- 
cresylblauessigsiure, die 
sich fiir die subjektive Beob- 
achtung besser als die Carmin- 
essigsiure eignet. [Ihre Wirkung 
gleicht im wbrigen der Carmin- 
essigsiiure. GUILLIERMOND fand nas 

: = "e Abb. 11. Oscillatoria amoena, 
1906 an vital- und eisenhima- Goimnineasigsiure, 2840-1 


toxylingefirbten Praparaten, 
daf in alteren und oftenbar nicht mehr teilungsfahigen Zellen der ,,Chrom- 


idialapparat“ in einzelne Stiicke zerfallt, die sich auf das ganze Zell- 
yolumen regellos verteilen und evtl. zwischen den Vacuolen zerstreut 
liegen. In Brillantcresylblauessigsaure wurden nun in den eigenen Ver- 
suchen ausnahmsweise auch Zellen aus alteren, zum Stillstand gekom- 
menen Kulturen untersucht und GUILLIERMONDS Beobachtungen bestatigt. 
Es zeigten sich dabei stabformige Stiicke des chromatischen Materials 
von offenbar gleicher Lange. Diese Lange entsprach etwa der kirzesten 
beobachteten Zellange. 

Methylgriinessigsaure firbte in unseren Préparaten den Chro- 
matinapparat und die Phosphatkérper, wie schon BUTSCHLI (1890) an- 
gegeben hatte. Die Polyphosphatkérper erschienen weit kraftiger 
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gefirbt als das Kernaiquivalent. Pyronin farbte das Cytoplasma rot und 
die Polyphosphatkérper schwarzrot. Beide Farbstoffe werden zuweilen 
als spezifisch fiir Nucleinsiituren angegeben (POLLISTER u. LEUCHTEN- 
BERGER 1949, KURNICK 1952 a, b). Da sich aber auch synthetisches Poly- 
phosphat mit diesen Farbstoffen darstellen laBt (StIcH 1953), sind sie, 
wenn itberhaupt, nur dann spezifisch fiir Nucleinsiuren, wenn die unter- 
suchten Zellen frei sind von Polyphosphat (und sauren Polysacchariden, 
Sricu) (vgl. a. WINKLER 1953). Die Farbung mit Methylgriin und Pyro- 
nin bietet also im Gegensatz zu den Auffassungen von BRINGMANN (1950), 
HERBST (1953, 1954) und von ZASTROW (1953) weder in cytomorpholo- 
gischer noch cytochemischer Hinsicht bei unseren Objekten einen Vor- 
teil; von einer wirklichen Spezifitaét dieser Farbstoffe kann nicht die 
Rede sein. 


Anwendung von Nucleasen und Proteasen 


In zunehmendem Mabe hat sich die kombinierte Anwendung von 
Fermenten und Farbstoffen bei der Analyse von Zellbestandteilen be- 
wahrt. Diese Verfahren boten die Méglichkeit, andere als spezifisch 
geltende Farbstoffe gerade im Hinblick auf ihre Spezifitat zu priifen. 
Dabei ergaben sich bemerkenswerte Resultate. 


1. Ribonuclease — Giemsa (Verfahren Nr. 15) 

Ribonuclease wurde von BRACHET (1940) zur Lokalisation von RNS und ihrer 
Differenzierung von DNS in die histologische Technik eingefiihrt. Ribonuclease 
wurde von Kunitz (1940) kristallisiert erhalten, die Anwendung wurde von SAN- 
DERS (1946) und Boivin, TULASNE, VENDRELY u. MINCK (1947) beschrieben. Die 
letzten Autoren ermittelten das Chabaudsche Gemisch als besonders geeignetes 
Fixiermittel fiir Ribonucleasepriparationen. Statt des Giemsafarbstoffes kénnen 
auch andere basische Farbstoffe mit dem Ferment kombiniert werden. Das Ribo- 
nucleaseverfahren verbindet hohe Spezifitét mit schonender Behandlung. 


Wie bei NEuGNoT (1951), die dieses Verfahren an Cyanophyceen in 
geringem Umfange verwendete, konnte die Plasmabasophilie aufgehoben 
werden. Die Phosphatkérper blieben erhalten, wenn das Ferment — 
wie in den meisten Versuchen — 20 min einwirkte. Wenn die Phosphat- 
kérper bei 60 min EKinwirkung doch abgebaut wurden, so beruhte das, 
wie Kontrollen zeigten, auf der unspezifischen Wirkung des leicht 
sauren Puffergemisches, 

In Zellen, in denen nicht allzu viele Phosphatkérper lagen, bot der 
Kernapparat wiederum das Bild von parallel zur Fadenachse angeord- 
neten Staben (Abb. 12). Die gleiche Abbildung vermittelt jedoch noch 
einen weiteren AufschluB. Die mit Pfeil gekennzeichnete Zelle enthalt 
mindestens 6, héchstwahrscheinlich jedoch 8 offenbar gleich lange 
und nicht miteinander zusammenhingende stabférmige Elemente 
(Schema!). Von den sechs deutlich erkennbaren reichen drei an die 
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eine Querwand heran, die drei anderen an die gegentiberliegende. In der 
Mitte sind sie wie die Zaihne zweier ineinandergeschobenen Kamme alter- 
nierend gelagert. Vergleicht man die Zellangen im ganzen Priaparat, so 
erkennt man, dais eine gewisse Minimalliinge nirgendwo unterschritten 
ist. Die gekennzeichnete Zelle aber ist gegentiber diesem Minimalmal 


0 


Abb. 12. Oscillatoria amoena, Ribonuclease — Giemsa, 2340:1 


verhiltnismaRig zu lang, d.h. sie befindet sich auf dem Wege zur Tei- 
lung. Gleichzeitig hat es den Anschein, daB die Linge der stabformigen 
Chromatinelemente der minimalen Zellinge etwa entspricht. 


2. Ribonuclease — Pepsin — Giemsa (Verfahren Nr. 16) 


PETERS u. WIGAND (1953), WIGAND u. Perers (1954) haben ein Abbauverfahren 
ausgearbeitet, das es erméglichen soll, den Gehalt von Bakterien, Rickettsien und 
gréBeren Viren an Nucleinséuren qualitativ zu untersuchen. Ihm liegt folgende 
Uberlegung zugrunde: Nach Kavr- 
MANN, GAY u. MACDONALD (1951) 
finden wir in den Organismen im all- 
gemeinen die Ribonucleinsaure an 
Protein zu Ribonucleoproteid ge- 
bunden. Die Ribonuclease elimi- 
niert aber nicht den Proteinanteil, 
der mengenmafBig iiberwiegt und im 
Elektronenmikroskop den Haupt- 


teil der Elektronenstreuung des Ri- Abb. 13. Oscillatoria amoena, 
bonucleoproteids verursacht. Wobl Ribonuclease — Pepsin — Giemsa, 
BRinschlu® in Pufferlésung, 2080:1 


aber erméglicht der Abbau mit Ri- 
bonuclease eine anschlieBende Be- 
seitigung des Proteinanteils mit 
einer Protease, die vorher infolge 
seiner Blockierung durch die RNS 


nicht méglich war. Trypsin ist fiir ’ 
diesen Zweck nicht brauchbar, da : 


es selbst Nucleaseaktivitat besitzt, 

wohl eignet sich Pepsin. Auch ae Abb. 14. Dieselben Faden wie in Abb. 13, aber nach 
Lichtmikroskop verhilft die Nach- Entwiisserung mit Aceton-Xylol und Einschluf in 
behandlung mit Pepsinnach Angabe Caedax. Schrumpfung um 75 Volumprozent. 2080: 1 


der Autoren zu klareren Bildern. 
Diese Methode konnte jedoch nicht dazu beitragen, die Feinstruktur und den 


Teilungsmechanismus der Bakteriennucleoide im Lichtmikroskop aufzudecken, 
da das Auflésungsvermégen dieses Gerates dabei iiberfordert wird. Bei den Cyano- 
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284 G. W. Fuus: 


phyceen liegen die hier wesentlichen Vorgange aber offenbar bei den gréBeren Arten 
an der Auflésungsgrenze, so daB das Verfahren einen Vorteil zu bieten schien. 


In der Tat klirte die Pepsineinwirkung das Bild erheblich. AuBerdem 
hatte die Pepsinlésung allein durch ihre stark saure Reaktion (px 2) die 
wichtige Aufgabe, die Phosphatkérper nahezu véllig abzubauen. Die 


* 


Abb. 17. Oscillatoria amoena, Nuclealreaktion, EinschluB in Caedax, 4200:1 


Abb. 13—16 verdeutlichen den Erfolg. Wiederum erkennt man Chro- 
matinstibe, die unter sich gleich lang und nicht linger als die kiirzesten 
im Priparat erkennbaren Zellen sind, und die sich parallel zueinander 
in verschiedenen Richtungen zu verschieben scheinen, so daB beide be- 
reits wahrend des Liingenwachstums der Zelle auf verschiedene Bereiche 
der Zelle und damit fiir spiter auf verschiedene Tochterzellen verteilt 
werden. Zur Ergiinzung der Bilder sei noch das Photo eines FEULGEN- 
Praparates vorgelegt (Abb. 17), das bei charakteristischer artifizieller 
Hantelform der Chromatinelemente das gleiche Stadium erkennen lABt. 

Nimmt man zu den vorstehenden Beobachtungen noch die Hypothese 
zu Hilfe, daB die Chromatinelemente durch Lingsteilung auseinander 
hervorgehen, so ergibt sich das in Abb. 18 wiedergegebene Schema fiir 
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die Kernaquivalent- und Zellteilung (alle Elemente sind in die gleiche 
Ebene projiziert, ihre Zah] ist willkiirlich gewahlt). 

Man mu dabei voraussetzen, das die Chromatinverdopplung un- 
mittelbar nach der Zellteilung stattfindet. 

Hier muB nun auf eine morphologische Besonderheit der untersuchten 
Alge Oscillatoria amoena hingewiesen werden, die uns in cytologischer 


= —_-E= 


Abb. 18. Erklirung im Text 


Hinsicht besonders interessant zu sein schien. Wenn O. amoena Hormo- 
gonien gebildet hat, so besitzen diese zunichst die einfachen durch me- 
chanische Krafte abgerundeten sog. ,,kiinstlichen‘‘ Endzellen. Bei der 
Keimung der Hormogonien bilden sich dann die charakteristischen_,,na- 
tiirlichen“‘ Trichomenden heraus, die einen verdiinnten Halsabschnitt 
und eine képfchenférmige Endzelle besitzen. Abb. 1 zeigt, da die Bil- 
dung der ,,Hilse“‘ und ,,Képfechen®“ unmittelbar nach der Lésung des 
Fadenzusammenhanges bzw. nach dem Zugrundegehen der Nachbar- 
zelle einsetzt; denn zwei den Nekriden benachbarte Zellen besitzen 


Abb. 19. Oseillatoria amoena, Ribonuclease — Pepsin — Giemsa, 2600:1 


“a 


bereits einen kleineren Zelldurchmesser. Diese charakteristischen Bil- 
dungen lassen nun nach der Behandlung mit Ribonuclease-Pepsin- 
Giemsa einige bemerkenswerte Einzelheiten erkennen (Abb. 19—24). Die 
Abbildungen zeigen, daB in den Halszellen die Zahl der Chromatin- 
elemente offensichtlich reduziert ist, und zwar im allgemeinen bis zur 
Zahl zwei. In gitnstigen Fallen (Abb. 19, 20, 23 jeweils die erste Halszelle) 
kann man erkennen, daB sich diese letzten beiden Elemente noch gegen- 
einander verschieben und damit wohl auch bei einer Zellteilung trennen 
kénnen. Es wiirden demnach die fiir das Leben einer Zelle notwendigen 
Desoxyribonucleoproteide bereits in einem einzigen derartigen Element 
weitergegeben werden kénnen. 

DaB diese letzte Erscheinung nur in wenigen Fallen hinreichend deut- 
lich erkennbar ist, liegt wohl daran, da’ das einzelne Element sich nach 

19* 
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der Zellteilung sehr rasch wieder verdoppelt und schon in den proximal 
unmittelbar anschlieBenden Zellen statt des Zwei-Eins-Rhythmus der 
Vier-Zwei-Rhythmus einsetzt, wie ihn die Abb. 19, 20 und 24a, b (zweite 
Halszelle), 21 und 22 (erste und zweite Halszelle) zeigen. Die dritte Hals- 
zelle von Abb. 24a, b zeigt bereits einen Sechs-Drei-Wechsel. In den Faden- 
stiicken mit normaler Dicke scheint ein Acht-Vier-Wechsel stattzufinden. 
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Abb. 21. Oscillatoria amoena, 
Ribonuclease — Pepsin — Giemsa, 2600:1 
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Abb. 20a und 20b. Oseillatoria amoena, 
Ribonuclease — Pepsin — Giemsa, zwei Abb. 22. Oscillatoria amoena, 
Einstellebenen. 2600:1 Ribonuclease Pepsin — Giemsa, 2600:1 


Nach Abb. 24a, b ist wohl die Verdoppelung der Elemente nicht so genau 
synchronisiert, da stets ganze Potenzen von zwei als Anzahl auftreten. 
Kine solche Synchronisation wiire nach der obigen Deutung auch nicht 
unbedingt erforderlich, Die Képfchenzelle scheint nur tiber ein einziges 
Chromatinelement zu verfiigen, das aber bisweilen schlecht erkennbar 
ist. Anscheinend teilt sich diese Zelle nicht mehr, sobald sie vollstindig 
ausgebildet ist und sich distal mit einer verdickten Membran (Kalyptra) 
umgeben hat. 

In den vorliegenden Praparaten wurden die Durchmesser von 10 »ersten Hals- 
zellen‘* sowie die Durchmesser der gleichen Faden im angrenzenden ausgewachsenen 
Teil bestimmt. Es ergab sich ein Wert von 2,0 + 0,2 y fiir die Halszellen und von 
4,0 + 0,4 « fiir die ausgewachsenen Zellen. Demnach besitzen die normalen Zellen 


einen etwa viermal gréferen Querschnitt als die ,,ersten Halszellen‘’. Bei der An- 
nahme einer Beziehung zwischen Anzahl der Chromatinelemente und ZellgréBe 
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(,,Kern-Plasma-Relation: DNS-Plasma-Relation) wiirden demnach den 2 oder 
1 Chromatinelementen der Halszellen deren 8 oder 4 in den ausgewachsenen Zellen 
entsprechen, was mit der jeweils tatsichlich beobachteten Anzahl tibereinzu- 
stimmen scheint. 

Zum Vergleich wurden in diese Versuchsreihe eine Chroococcale 
(Gloeothece spec.) und eine Nostocacee (Nostoc spec.) einbezogen. Bei 
Gloeothece verhinderte die allseitig abgerundete Form der Zellen und die 
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mest 


Abb. 23a und 23 b. Oscillatoria amoena, 
Ribonuclease — Pepsin — Giemsa, zwei 
Hinstellebenen, 3900:1 Abb. 24a und 24 b. Ebenso 


Schleimhiille eine genauere Beurteilung der Verhaltnisse im Wasser- 
praparat, es wurde daher nach Verfahren 16b entwassert. 

Gloeothece spec. besitzt wie Oscillatoria amoena fadenférmige Chromatin- 
elemente von gleicher Lange (Abb. 25—30). Die Faden sind hier linger 
als der Durchmesser der Zelle und liegen daher gekriimmt. Sie kommen 
durchweg in Zweizahl vor. Auffallenderweise liegen diese Faden in vielen 
Zellen abschnittsweise oder véllig parallel. Dariiber hinaus lassen sich 
Einzelheiten einer Langsteilung studieren. Es lassen sich némlich Stadien 
erkennen, in denen beide Faden sich in der Mitte bereits getrennt haben 
und an den Enden noch zusammenhiangen (Abb. 29), so daB sie an Ana- 
phasechromosomen erinnern. In anderen Fallen aber liegen die Faden 
getrennt, die Mittelstticke jedoch so nahe beieinander, daB Zweifel auf- 
treten kénnen, ob die Faden hier noch zusammenhingen oder zufillig 
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verschlungen oder sekundar aneinandergeraten sind (Abb. 28). Die 
Lingsteilung der Elemente scheint uns ausreichend belegt, tiber Einzel- 
heiten dieser Langsteilung sind jedoch noch keine sicheren Aussagen 
moglich. 


Abb. 25. Gloeothece spec., Abb. 26. Gloeothece spec., 
Ribonuclease — Pepsin — Giemsa, 2600: 1 Ribonuclease — Pepsin — Giemsa, 2600: 1 


Abb. 27. Gloeothece spec., Abb. 28. Gloeothece spec., 
Ribonuclease — Pepsin — Giemsa. Reste Ribonuclease — Pepsin — Giemsa. 
unvollstiindig hydrolysierter Polyphosphatkérper, 2600: 1 Mit 2 Deutungen, 2600:1 


Abb, 29. Gloeothece spec., Abb. 30, Gloeothece spec., 
Ribonuclease — Pepsin — Giemsa, 2600: 1 Ribonuclease — Pepsin — Giemsa, 2600: 1 


Nostoc spec. zeigte im Gegensatz zu Gloeothece spec. sehr kurze Chro- 
matinelemente in gr6Berer Zahl (6 bzw. 3 oder auch 8 baw. 4), die wie- 
derum deutlich in Fadenlingsrichtung angeordnet waren. Sie waren nur 
etwa halb so lang wie die Zellen und lagen haufig paarig nebeneinander. 
Fir eine genauere Analyse und gute photographische Wiedergabe war 
diese Form jedoch weniger gut geeignet, 
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3. Desoxyribonuclease (Verfahren Nr. 17 und 18) 
Desoxyribonuclease wurde in gereinigter, kristallisierter Form von Kunitz (1950) 
isoliert und angewendet. In den eigenen Versuchen wurde das Ferment jedoch in 
Anlehnung an PETERS u. WIGAND (1953) eingesetzt. Die Einwirkungsdauer muBte 
aber erhodht werden, dabei wurde die Fermentlésung nach dem Vorschlag von 
JACKSON u. DEssAU (1955) mehrmals gewechselt. 

Nach der Behandlung mit Desoxyribonuclease-Giemsa war die Baso- 
philie des Chromatinapparates aufgehoben, das Plasma erschien dagegen 
weiterhin blau gefirbt; die Phosphatkérper behielten ihre Farbbarkeit. 


Abb. 31. Oscillatoria amoena, Desoxyribonuclease — Ribonuclease — Giemsa. 
Polyphosphatk6rper. 2340:1 


Abb. 32. Oscillatoria amoena, Ribonuclease — Giemsa. Chromatinapparat und Phosphatkérper 
(Kontrolle zu Abb. 30). 2340:1 


Nach Desoxyribonuclease-Ribonuclease-Giemsa erschien die Zelle bis auf 
die Phosphatkérper ungefirbt (Abb. 31), wahrend die nur mit Ribonuclease 
behandelten Kontrollen deutlich die Kernaquivalente inmitten der Phos- 
phatkérper zeigten (Abb. 32). Diese Versuche bestitigen also die mit der 
Nuclealreaktion und dem Ribonucleaseverfahren gewonnenen Ergebnisse 
in cytochemischer Hinsicht. 


Gallocyanin-Indiumalaun als Farbstoff fur das Licht- und 
Elektronenmikroskop (Verfahren Nr. 19—22) 

Die Affinitat von Gallocyanin-Chromalaun zu Nucleinsiuren ist bekannt. SAND- 
RITTER, DIEFENBACH u. KRANTZ (1954) wiesen eine quantitative Bindung nach. Die 
Spezifitat dieser Reaktion wird von STENRAM (1953) und anderen jedoch teils all- 
gemein, teils fiir bestimmte pu-Bereiche angezweifelt. Barr (1953) ersetzte das 
Chrom durch Indium und fiihrte damit ein Element ein, das auf Grund seines hohen 
Atomgewichtes und damit seines beachtlichen Elektronenstreuungsvermégens die 
Verteilung des Farblackes auch im Elektronenmikroskop erkennbar macht. Gleich- 
zeitig farbt der Indiumlack auch, fiir lichtmikroskopische Zwecke verwendet, 
intensiver als der Chromlack. 

Um Einwanden hinsichtlich der Spezifitat zu entgehen, wurde unser Material 


mit Ribonuclease vorbehandelt. 
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Das Ergebnis fiir das Lichtmikroskop zeigt Abb. 33. Man erkennt 
Chromatinapparate mit schlechter Strukturerhaltung, die auf den viel- 
stiindigen Aufenthalt in der erwirmten waBrigen Farblésung zuriick- 
zufiihren ist. 

Die Vorbehandlung der Algen fiir das Elektronenmikroskop war 
schwieriger. Sie hatte zunachst eine Beseitigung des stark streuenden, 
im Plasma fein verteilten stiirkeihnlichen Assimilationsproduktes 
mit Amylase anzustreben 
(BRINGMANN 1950, MEtz- 
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Protein mit Pepsin beseitigt 
werden. Zum SchluB wurde 
die iibriggebliebene DNS 
durch den Farbstoff hervor- 
gehoben. Nach diesem Ver- 
fahren lieBen sich die Kern- 
aiquivalente der Cyanophy- 
ceen erstmalig im Elek- 
tronenmikroskop — sichtbar 
machen (Abb. 34), wahrend 


Abb. 33. Oscillatoria amoena, 
Ribonuclease — Gallocyanin-Indiumalaun, 2080:1 


Abb. 34. Oscillatoria amoena, die Behandlung mit Fer- 
Amylase — Ribonuclease — Pepsin — Gallocyanin- menten allein keine eindeu- 


Indiumalaun. Elektronenmikroskopische Aufnahme, 4800: 1 : 3 
tigen Bilder ergab. 


Da mit der verstairkten Diastaseeinwirkung eine mehr oder weniger 
starke Autolyse einherging, war die Strukturerhaltung schlecht. Die 
hellen Raéume in Abb, 34 riithren von Phosphatkérpern her, die infolge 
der notwendigen hohen Bestrahlungsintensitiét verdampft sind. 


Diskussion 


In den einleitenden Untersuchungen iiber Gestalt und Verhalten der 
kernaquivalenten Strukturen bei Oscillatoria amoena und einigen wei- 
teren fadenformigen Cyanophyceen wurden im wesentlichen die Auf- 
fassungen von GUILLIERMOND (1906, 1926, 1933), HAupr (1923), Pox- 
JANSKY u. PErRUSCHEWSKY (1929), GEITLER (1936), SPEARING (1937) 
sowie CASSEL u. HUTCHINSON (1954) bestitigt. Im Gegensatz zu BRING- 
MANN (1950), Hares? (1953, 1954) und von Zasrrow (1953) stellt der 
Chromatinapparat ein aus linearen Strukturen aufgebautes, frei im 
Plasma liegendes feulgenpositives Gebilde dar. 

Die Ursache, die zu diesen divergierenden Auffassungen fithrte, hegt 
in methodischen Schwierigkeiten. Die ,,Volutin-‘“‘ oder ,,Metachromatin- 
kérner“‘, die nach WIAME (1946, 1947), EBrL (1952) und EBEL u. Conas 
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1954) als charakteristischen Bestandteil Polymetaphosphatanionen 
10ohen Polymerisationsgrades enthalten, kénnen infolge ihrer hohen Baso- 
ahilie ganz abnliche cytochemische Reaktionen geben wie die Nuclein- 
auren. So vermag z. B. die Farbung mit Methylgriin oder Pyronin 
n1ichts tiber den Nucleinsiuregehalt der Grana auszusagen; denn die 
Polyphosphate geben mit diesen Farbstoffen eine stirkere Farbung als 
lie Nucleinsiuren selbst. Die hinreichend bekannte Inkonstanz der 
Grana bei verindertem physiologischem Zustand spricht zudem gegen 
sinen Zusammenhang mit kernéhnlichen Strukturen (so auch Harr- 
MANN 1953). Auch die Rétung der Grana mit fuchsinschwefliger Saure 
ist auf die Polyphosphate zuriickzufiihren und kein Hinweis auf ,,locker 
sebundene Nucleinsiuren‘‘, wie auBer BRINGMANN auch in friheren 
Jahren REICHENOW (1928: ,,freie Thymonucleinsaure*‘) glaubte annehmen 
mu dirfen. 

Ferner glauben wir, da8 es nicht méglich ist, mit Fluorochromierungs- 
versuchen allein (VON ZASTROW 1953, KrIEG 1954) zu einer endgiiltigen 
Entscheidung zu kommen oder diese Verfahren zur Grundlage einer De- 
finition von Zeileinschliissen zu verwenden. 

Gegen die Anwendung der salzsauren Hydrolyse, wie sie zur Nucleal- 
reaktion und zur HCl-Giemsa-Farbung herangezogen wird, ergaben sich 
im weiteren ebenfalls gewisse Bedenken. 

Die weitergehenden Beobachtungen mit verbesserten Methoden an 
Oscillatoria amoena, Gloeothece spec. und Nostoc spec., die wir beschrieben 
haben, erlauben jedoch gewisse Riickschliisse auf chemische Zusammen- 
setzung, Gestalt und Verhalten sowie die Funktion der als Chromatin- 
apparat bezeichneten Strukturen. 

Da die Chromatinstrukturen ihre Farbbarkeit mit basischen Farbstoffen 
nach Behandlung mit Desoxyribonuclease, nicht aber nach Ribonuclease- 
einwirkung verlieren und mit den diese Reaktionen stérenden Poly- 
phosphatkérpern nicht, wohl aber mit den feulgenpositiven Strukturen 
identisch sind, enthalten sie Desoxyribonucleoproteide, und zwar als 
einzige Einschliisse der Cyanophyceenzelle. 

Unter der Annahme, daB die Zellkernfunktion bei anderen Organismen 
allgemein an DNS-haltige Strukturen gebunden ist, muB bei der Dis- 
kussion ihrer Gestalt und ihres Verhaltens bei den Cyanophyceen bertick- 
sichtigt werden, inwieweit sich diese Merkmale mit unseren grundlegen- 
den Vorstellungen von Gestalt und Verhalten von Zellkern-Elementar- 
einheiten vereinbaren lassen. 

Die beobachteten Strukturen besitzen Stab- oder Fadenform. Ihr 
Durchmesser betragt bei den untersuchten Arten etwa 0,2 uw, ibre Lange 
ist in den untersuchten Fallen artkonstant. Diese lineare Gestalt legt 
neben der aueren eine innere strukturelle Ahnlichkeit mit den DNS- 
haltigen Kérpern héherer Organismen nahe. 
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Das Verhalten der Chromatinelemente ist im wesentlichen dadurch 
gekennzeichnet, daB sie sich langs spalten und anschlieBend in irgend- 
einer Weise auseinanderweichen. Die Langsspaltung wurde vor allem bei 
Hoeothece spec. deutlich, wahrend sie bei den beiden anderen Arten aus 
der hiufig zu beobachtenden Parallellagerung zu erschlieBen ist. Bei 
Glocothece erhalt bereits ein einziges Element die Zelle lebensfahig, bei 
Oscillatoria amoena ebenfalls, obwohl in ausgewachsenen Zellen stets 
mehrere vorhanden sind, aber diese sind offenbar aus einem einzigen 
durch Vervielfachung hervorgegangen und daher untereinander gleich- 
wertig. 

Es wurde keine achromatische Struktur nach Art einer Teilungs- 
spindel gefunden und ebenfalls keine Anordnung der Chromatinelemente, 
die die Existenz einer solchen vermuten laBt. Da derartige Gebilde und 
Anordnungen bisher bei den Cyanophyceen auch von anderen Autoren 
nicht tiberzeugend nachgewiesen wurden und die meisten Untersucher 
sich gegen ihre Existenz verwahren, diirfte dem hier beschriebenen Me- 
chanismus im Reich der Cyanophyceen allgemeinere Bedeutung zu- 
kommen. In diesem Zusammenhang verdient erwahnt zu werden, da 
nach JAKOB (1950) und Herpst (1952) die Entwicklung von Cyano- 
phyceen auch in Gegenwart von Colchicin ungehindert méglich ist. 

Ribonucleinsiure befindet sich bei den untersuchten Arten mit Sicher- 
heit im Plasma diffus verteilt (Bestatigung der Befunde von NEUGNOT 
1951). Nucleolen oder ahnliche Gebilde (SPEARING 1937) wurden nicht 
beobachtet. Nach diesen Ergebnissen aihnelt die Ribonucleinsiurevertei- 
lung in der Zelle der bei Bakterien. Soweit aus den subjektiv beurteilten 
Farbeintensitaten bei verschieden altem Material geschlossen werden 
kann, sind auch bei den Cyanophyceen junge Zellen reich an RNS, was 
mit den UV-mikroskopischen Befunden von PRAT (1925) und FoGe (1951) 
tibereinstimmt. 

Inwieweit unsere ,,;Chromatinelemente’’ mit den ,,Chromosomen‘ der 
alten Autoren identisch sind, bleibe dahingestellt. Nur HEGLERs Arbeit 
(1901) sei erwihnt, da sie mit Photographien ausgestattet ist. HEGLER 
glaubte an eine echte Mitose bei den Cyanophyceen, bedauerte nur, keine 
Aquatorialplatten gefunden zu haben. Nach einer Abbildung und der 
Beschreibung im Text enthielt eine Nostocacee ,,besonders kurze Chro- 
mosomen*’, er beobachtete also Kinzelelemente von etwa gleicher Lange. 
Die Abbildungen von Haupt (1923), die in der Folgezeit in Zusammen- 
fassungen hiufig wiedergegeben wurden, entstammen Schnittpraparaten, 
enthalten also ,,Granula‘*, die in Wirklichkeit quergeschnittene Stabe 
darstellen. Aus GUILLIERMOND (1926) kénnen die Abb. 6 und 7 als 
Beleg dafiir angegeben werden, dal die hier wiedergegebenen Auf- 


fassungen mit den Beobachtungen GUILLIERMONDs grundsiitzlich ver- 
einbar sind, 
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Besonders beachtenswert ist die Arbeit von SPEARING (1937), der 
bereits aus den V-Formen der Chromatinelemente eine Lingsteilung ab- 
leiten zu kénnen glaubte. In Oscillatoria spec. fand er einzelne Stibe, 
deren Anzahl in verschiedenen Zellen nicht vollig konstant war (5 bis 
7 Stiick). Er nahm hier aber eine Querteilung der Stabe im Verlaufe der 
Zellteilung an. NEUGNOT (1951) beschreibt an ihren HCl-Giemsa-Prapa- 
raten, die am besten erhalten sind (vielleicht sind dies auch die Ribo- 
nucleasepraparationen, die sie erwahnt), sich querteilende Faden, die 
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Abb. 35. Erklirung im Text 


sie dann nichtsdestoweniger als ,,des chromosomes typiques‘ bezeichnet. 
Krine (1954) vermerkt auf Grund von Fluorescenzbildern stabformige 
Elemente in Hormogonalen und nimmt offenbar je nach den in den 
Zellen vorhandenen Raumverhiltnissen (!) deren Quer- oder Langs- 
teilung an. 

DaB diese Widerspriiche in der Literatur in gewisser Weise verstandlich sind, 
zeigt die folgende Uberlegung: Der Durchmesser der Chromatinelemente betragt 
etwa 0,2 , das Auflésungsvermégen des Mikroskops liege bei dem gleichen Wert. 
Wir nehmen nun an, daB sich ein solches Chromatinelement langsgespalten hat und 
seine Teilstiicke sich mit gleichférmiger Geschwindigkeit bis zu einem (tatsachlich 
beobachteten) maximalen Abstand von 0,4 voneinander entfernen. Wenn sich 
die Elemente bei dieser Bewegung nicht gleichzeitig in Richtung ihrer Langsachse 
auseinanderschieben, sondern auf gleicher Hohe liegen bleiben (Fall I in Abb. 35), 
so sind sie erst dann als getrennt erkennbar, wenn zwischen ihnen ein freier Raum 
von 0,2 liegt. Die Berechnung ergibt, daB dies in 24% aller Falle eintreten wird, 
wahrend in 76% aller Falle die Elemente nicht als getrennt wahrgenommen werden 
kénnen. Haben sich beide Tochterelemente dagegen bereits in ihrer Lingsrichtung 
gegeneinander verschoben (Fall II), so braucht zwischen ihren senkrechten Pro- 
jektionen kein Zwischenraum mehr zu liegen, damit sie als getrennt erkennbar 
sind. Hier konnen 67% der Fille richtig beurteilt werden, wahrend in den iibrigen 
Fallen eine Verlangerung des urspriinglichen Elements und eine anschlieBende 
Querteilung vorgetauscht wird. 
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Wegen der Vielzahl der Elemente in jeder Zelle wird die Zahl der gut deutbaren 
Bilder noch weit geringer. Algen mit einem kleineren Zelldurchmesser als die vor- 
liegenden (um 4 ,) diirften fiir eine solche Untersuchung kaum noch in Frage kom- 
men und gréfere nur, wenn eine Schrumpfung der Zellen peinlich vermieden wird. 
Beim Vergleich der Abb. 13 und 14 erkennt man, we eine Behandlung von O. amoena 
mit Aceton-Xylol und EinschluB in Caedax die Zellen um rund 50% gegeniiber dem 
in Wasser eingeschlossenen Praparat und damit fast bis zur Unkenntlichkeit 
schrumpfen laBt. 
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Abb. 36. Entwicklung von Dermocarpa fucicola (aus GARDNER 1906) 


JUILLIERMOND (1906, 1926) beschreibt, daB sich der Chromatinappa- 
rat in physiologisch alten Zellen in faidige Stiicke auflést, die sich in der 
Zelle verteilen. Das bedeutet nach unserer Auffassung lediglich, daB die 
bereits vorhandenen einzelnen Chromatinelemente sich mit abnehmender 
Teilungsfrequenz und einsetzender Vacuolisierung der Zelle regellos zer- 
streuen. 

Vor allem aber sei auf die Bildung der Endosporen bei der chamaesi- 
phonalen Cyanophycee Dermocarpa fucicola (Abb. 36) hingewiesen, die 
GARDNER (1906) beschrieben hat. Danach wandelt sich der ganze Inhalt 
der reifen Zelle in Endosporen um. Der ,,Kern‘‘ (nach GARDNER ein Netz- 
werk) zerbricht angeblich in einzelne, gleich groBe, fadige Teilstiicke, 
von denen sich jedes mit einer Plasmaportion und einer Sporenmembran 
umgibt. Wir finden hier eine unmittelbare Parallele zur Schwarmerbil- 
dung bei dem Radiolar Aulacantha scolymantha (GRELL 1952), bei der 
die Sammelchromosomen die Stelle der ,,Chromatinstiicke‘‘ einnehmen. 

Der Vergleich mit den Sammelchromosomen GRELLs fiihrt schlieBlich 
zu der Frage, wie die feulgenpositiven Elemente der Cyanophyceen zu 
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deuten sind. Nach den bisherigen Darlegungen diirfte das ,,Chromatin- 
element’ der Cyanophyceen funktionell einem Chromosom ent- 
sprechen. Wir verstehen unter einem Chromosom einen linear gebauten, 
reduplikationsfahigen Trager DNS-gebundener Erbfaktoren, der eine 
bestimmte Feinstruktur besitzt. Es sind je nach der Art des untersuchten 
Materials und der Auflésungsfaihigkeit des Mikroskops Chromatiden, 
Halb- und Viertelchromatiden zu erkennen, ein Strukturprinzip, das 
bis zu den Desoxyribonucleoproteidmolekiilen als letzten Lingseinheiten 
des Chromosoms (MARQUARDT 1953, PFEIFFER 1951) fortgesetzt gedacht 
werden kann. Wenn erhéhte oder verminderte Polytinie (Speicheldriisen- 
,chromosomen“) und Fehlen eines Spindelansatzpunktes (holokineti- 
sche Chromosomen, Sammel,,chromosomen“) den Begriff des Chromo- 
soms in Anbetracht der wesentlichen Gemeinsamkeiten aller dieser Ge- 
bilde nicht sprengt, so wird man diesen Namen den Chromatinelementen 
der Cyanophyceen nicht vorenthalten kénnen. Es sind Strukturen, die 
den Chromosomen der héheren Organismen analog, wenn nicht gar 
homolog sind. Den Sammelchromosomen scheinen sie nur der Funktion, 
nicht aber der Struktur nach zu gleichen; denn Sammelchromosomen 
k6énnen wieder in einzelne und untereinander nicht homologe Chromo- 
somen zerfallen. 

Es mu8 aber darauf hingewiesen werden, daB in den vorliegenden Ver- 
suchen nur sehr lebhaft wachsende Faden beobachtet wurden. DaB bei 
langsamerer Teilungsfolge gewisse Ruhestadien, Verknauelungen, Strek- 
kungen und Verkiirzungen, vielleicht sogar Zerfallserscheinungen nach 
Art des Sammelchromosomenzerfalls auftreten kénnen, ist nicht aus- 
geschlossen. Manche Darstellungen in der Literatur lassen derartige Vor- 
gange vermuten. 

Unsere Auffassung, daB jede normale Oscillatorienzelle in jedem ihrer 
Chromosomen ein vollstindiges Genom zur Verfiigung hat (also poly- 
ploid ist), stimmt mit der ganz auBerordentlich hohen Resistenz dieser 
Formen gegen Réntgenstrahlen (HERBST 1952) tberein. Gleichzeitig 
hatten wir zu erwarten, daB die Halszellen von Oscillatoria amoena Orte 
erhéhter Empfindlichkeit darstellen. 

Die Cyanophyceen besitzen also offenbar Chromosomen, besitzen sie 
aber auch einen Nucleus? 

Die Cyanophyceen werden wie die Bakterien vielfach noch heute den 
iibrigen Organismen als ,,zellkernlos* gegenitibergestellt, eine Auffassung, 
der von einer Reihe von Autoren seit Jahren mit Recht entgegengehalten 
wird, daB sie den wesentlicheren Teil vom Inhalt des Kernbegriffes zu- 
gunsten weniger wichtiger Einzelheiten vernachlassigt. PIEKARSKI pragte 
1937 fiir die Bakterien den Begriff des Nucleoids. Das Nucleoid ist ein 
Gebilde, das sich chemisch und physiologisch wie ein Zellkern verhilt, 
wobei iiber seine Feinstruktur jedoch noch nichts ausgesagt werden soll. 
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PIRKARSKI prazisierte 1950 seine Ansichten: Er forderte einen Kern- 
begriff, der die Funktion dieses Gebildes, seine Natur als nur aus seines- 
gleichen durch Teilung hervorgehendes, unentbehrliches Zellorgan und 
seinen DNS-Gehalt in den Vordergrund stellt. Er forderte einen Kern- 
begriff, der den alten Kernbegriff und das Nucleoid umfaBt, ohne dabei 
fiir das Nucleoid die Forderung nach identisch sich reduplizierenden 
Innenstrukturen aufzugeben. In der angloamerikanischen Literatur léste 
man sich aber auch von dieser Forderung und bezeichnete die Bakterien- 
nucleoide bald kurzerhand als ,,nuclei‘‘. Als ein extremer Verfechter 
dieser Richtung kann KNAYSI (1955) gelten, wenn er schreibt: ,,We, on 
the other hand, prefer to apply the term nucleus to any chromatin con- 
taining organized body that grows, multiplies, actively participates in the 
development of the organism throughout all phases of its life history, 
and seems to lead an independent existence within the cytoplasm‘, 
aber in seinen Arbeiten die Forderung nach kernahnlicher ,,Organisation*‘ 
der Nucleoide praktisch aufgibt. 

Fir die Cyanophyceen stellt sich das Problem nun von einer anderen 
Seite. Die Existenz von identisch sich reduplizierenden DNS-haltigen 
Feinstrukturen kann als erwiesen gelten, auch die Forderung nach spezi- 
fischer physiologischer Bedeutung dieser Strukturen scheint erfillt zu 
sein; was jedoch fehlt, ist die morphologische Einheit und Abge- 
schlossenheit, die sich mit dem Begriff ,,Kern‘‘ von vornherein verbindet. 
Bei den Cyanophyceen liegt allem Anschein nach jedes Element — viel- 
leicht fiir sich mit einer Membran umgeben — einzeln im Plasma, es ist 
offenbar Trager eines vollstindigen Genoms. Allein mit Riicksicht auf 
diesen Umstand wurde die Gesamtheit der als Chromosomen gedeuteten 
Strukturen vorlaufig als ,,Chromatinapparat‘, nicht als Kern bezeichnet. 

Da in den Halszellen von O. amoena offenbar Teilungen ablaufen, 
mussen sich Zellen mit nur einem einzigen Chromosom zu solehen mit 
einer héheren Anzahl entwickeln, wenn die Gestalt des Trichomendes 
erhalten bleiben soll. Wenn jedoch die Zahl von etwa 8 erreicht ist, 
kommt dieser Prozef aus uns bisher unbekannten Ursachen zum Still- 
stand. Parallel mit der Vermehrung der chromosomalen Elemente je 
Zelle erkennen wir, daB der Trichomdurchmesser zunimmt. Nach JAAG 
(1941) aber ist der Trichomdurchmesser einer Oscillatoriacee ein be- 
sonders umweltstabiles Merkmal. Solange wir nicht in der Lage sind, 
Ursachen und Wirkungen in diesen Zusammenhiingen zu erkennen, ist es 
nicht méglich, von der Existenz eines einheitlichen Steuerungszentrums 
in der Zelle nach Art eines Zellkerns zu sprechen oder gar dieses in einem 
einzigen chromosomalen Element oder ihrer Gesamtheit lokalisiert zu 
denken. Ebenso wenig aber kénnen wir vorerst GEITLER (1942) bei- 
pflichten, der es fiir erwiesen halt, daB gewisse Kernfunktionen bei den 
Cyanophyceen im Plasma lokalisiert sind, oder ScHUSSNIG (1953), der 
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glaubt, dafi der Cyanophyceenprotoplast (,,Archiblast‘‘) ,,noch“ nicht 
in einen Kern und ein Cytoplasma unterteilt sei. 

Die alteren Autoren, die den Chromatinapparat im ganzen fir einen 
Zellkern halten, diskutieren auch des 6fteren sein Verhalten bei der Tei- 
lung, die sie als amitotisch bezeichnen; denn zum Begriff der Mitose 
gehérte noch bis vor einiger Zeit neben dem Auftreten von Chromosomen 
auch die Beteiligung gewisser achromatischen Strukturen, die bei der 
Kernteilung die Zuteilung ganzer Genome zu den Tochterkernen allein 
garantieren sollten. GRELL versuchte noch 1950, die ohne Spindelbildung 
ablaufende, aber dennoch biologisch vollwertige Teilung von Suktorien- 
makronuclei als Amitose zu bezeichnen. Es hat sich jedoch als auf die 
Dauer zweckmaBiger erwiesen, jede Kernteilung, welche die Aufteilung 
voller Genome garantiert, zur groBen und mannigfaltigen Gruppe der 
Mitosen zu rechnen (HUSKINS 1952, HARTMANN 1953). Die Amitose wird 
jetzt der Kernfragmentation (z.B. in alternden Saugergeweben, bei Chara) 
praktisch gleichgesetzt, also einem Vorgang, der nicht zur Bildung von 
vollwertigen Kernen, sondern von Kerntriimmern fihrt und im allge- 
meinen auch nicht von einer Zellteilung gefolgt wird, sondern eine de- 
generative Erscheinung darstellt. In diesem Sinne also besitzt die Teilung 
des Chromatinapparates der Blaualgen durchaus mitotischen Charakter ; 
der Chromatinapparat tritt in ihr als eine physiologische Einheit in Er- 
scheinung. 

Vergleicht man die Teilung des Chromatinapparates mit den Kern- 
teilungen mancher Protozoen, so zeigt sich eine weitgehende Uberein- 
stimmung, ein Umstand, auf den besonders DEHORNE (1920), GUILLIER- 
MOND (1933) und GUILLIERMOND, MANGENOT u. PLANTEFOL (1933) hin- 
gewiesen haben. Die Chromosomen mancher Formen gruppieren sich in 
ganz ahnlicher Weise [Amében: VAHLKAMPF 1905; Euglenen: DEHORNE 
1920, TSCHENZOFF 1916; Dinoflagellaten (Ceratiwm) BorcErRT 1910, 
Entz 1921, parasitische Peridineen: CHATTON 1918, CHATTON u. POISSON 
1930]. Diese Bilder werden bei diesen Organismen wie bei den Cyano- 
phyceen als eine Querteilung achromatischer Strukturen (,, Haplomitose“) 
beschrieben, aber nach und nach als auBerlich modifizierte Mitosen auf- 
geklart (z. B. SkoczyLAs 1954). Achromatische Strukturen sind bei den 
genannten Protozoen, wenn beobachtet, dann offenbar nur in geringerem 
MaBe als gewohnlich an der Kernteilung beteiligt. Es kann nicht Aufgabe 
dieser Arbeit sein, erscheint aber nicht mehr unmdglich, eine fortschrei- 
tende Folge von Mitosetypen herauszustellen, die sich gleichen im Prin- 
zip der Zuteilung voller Genome, sich aber unterscheiden im Grad des 
Hingreifens achromatischer Strukturen in gewisse Abschnitte der Ana- 
phasebewegung. Die Teilung des Chromatinapparates in den hier unter- 
suchten Cyanophyceen wiirde dann als ein extremer Typ dieser Reihe 
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Wollen wir schlieBlich den Versuch unternehmen, die Entstehung de 


sog. Halszellen aus den ,,normalen‘ Zellen eines Fadens zu erklaren, so 


ergeben sich wohl folgende Uberlegungen: Wir beobachten, daB bei der 
Bildung des charakteristischen Trichomendes die Anzahl der chromo- 
somenartigen Elemente in einigen endstiindigen Zellen verringert wird. 
AuBerdem haben wir bereits darauf hingewiesen, da in den fertig aus- 
gebildeten Trichomenden die Képfchenzellen keine Teilungsstadien mehr 


, 
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Abb. 37. Erklirung im Text 


zeigen, wohl aber noch die Halszellen, vor allem die zweite und dritte, wo- 
bei tiber die Teilungsfrequenz ailerdings nichts ausgesagt werden kann. 


Diese Verhiltnisse kann man sich mit Hilfe von zwei Annahmen erklaren, die 
freilich vorliufig nur rein hypothetischen Wert besitzen: 1. Die Zelle am Ende eines 
Fadens verliert ain Fahigkeit, ihr Chromatin zu verdoppeln, die Zellteilungen wer- 
den jedoch nicht eingeschrankt, solange noch mehr als ein Chromosom vorhanden 
ist. Besitzt die Zelle jedoch nur noch ein einziges Chromosom, kommt sie zur Ruhe. 
Diese Annahme wiirde die Entstehung eines Trichomendes mit an Chromosomen 
verarmten Zellen erklaren (Abb. 37, Abschnitt A). Dieses Ende wiirae aber immer 
langer, wenn nicht 2. die Halszellen die Fahigkeit besiBen, durch iiberschiissige 
Chromatinverdopplungen ihren Gehalt an Chromosomen zur irgendwie erblich 
bedingten Héchstzahl ,,aufzuregulieren’*, so da8 durch das Zusammenspiel beider 
Faktoren die Halszone kurz bleibt (Abb. 37, Abschnitt B). In der Schemazeichnung 
ist die Wirkung beider hypothetischen Faktoren bei angenommener gleicher Tei- 
lungsfrequenz aller Zellen getrennt dargestellt. 


Zum SchluB sei noch einmal darauf hingewiesen, daB bei eytomorpho- 
logisch wie cytochemisch so wenig bekannten und schwierigen Objekten 
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e den Cyanophyceen nur dann unsere Kenntnisse zuverlissig erweitert 
rden kénnen, wenn mit mehreren zuverlassigen und sich gegenseitig 
staitigenden und ergainzenden cytochemischen Verfahren verglei- 
end gearbeitet wird, wie in unserem Falle mit Ribo- und Desoxyribo- 
clease und alteren Methoden. Werden als spezifisch geltende Arbeits- 
isen auf neue Organismen angewendet, besteht die Gefahr der Tau- 
vung durch Zelleinschliisse mit unzureichend bekanntem cytochemi- 
1em Verhalten, wie es in unserem Falle die Polyphosphatkérper bis 
die letzten Jahre waren und auch heute noch zum Teil sind. 


Zusammenfassung 


1. Die drei untersuchten Cyanophyceenarten (Oscillatoria amoena 
titz.) Gom., Gloeothece spec. und Nostoc spec.) enthalten in ihren 
llen Desoxyribonucleinsaure, die in einem oder mehreren gleichgestalte- 
1und gleichwertigen stab- oder fadenformigen Elementen lokalisiert ist. 
2. Diese Elemente teilen sich offenbar lings und werden ohne Aus- 
dung achromatischer Strukturen in gleicher oder annahernd gleicher 
wahl auf die Tochterzellen verteilt. 

8. Jedes dieser Elemente enthalt offenbar ein vollstindiges Genom. 
4. Diese Elemente lassen sich mit Chromosomen gleichsetzen, ihre 
ssamtheit (physiologische Einheit), die wir als Chromatinapparat be- 
ichneten, stellt das Kernaiquivalent der Cyanophyceen dar. 

5. Allem Anschein nach fehlen Kernmembran und Nucleolen. 

6. Sogenannte spezifische Farbstoffe, deren Brauchbarkeit an hédheren 
ganismen erprobt ist, diirfen an Cyanophyceen nicht ohne Zuziehung 
iterer cytochemischen Kontrollen angewendet werden. 


Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. G. PIEKARSKI, danke ich fiir 
, Anregung zu der Arbeit und ihre fortwahrende Férderung. Den Herren der Anstalt 
- Bodenseeforschung in Konstanz und der Bayer. Biol. Versuchsanstalt in Miin- 
xn danke ich fiir die Uberlassung von Material, Herrn Prof. Dr. E. G. PRINGs- 
m fiir die Bestimmung der Oscillatoria amoena. Herr Dr. M. PONTIERI iiberlieB 
r dankenswerter Weise kristallisierte Ribonuclease. 


Nachtrag. Nach AbschluB8 der Arbeit sind zum gleichen Thema noch zwei Ar- 
ten erschienen, die hier kurz erwahnt werden sollen: DRAWERT u. METZNER 
sr. dtsch. bot. Ges. 69, 291, 1956) bestitigen unsere Ergebnisse mit den fluo- 
cenzanalytischen Verfahren und erganzen sie in wiinschenswerter Weise. Daf der 
romatinapparat, wie er mit der Nuclealreaktion dargestelJt wird, in der ,,Zentral- 
»stanz‘‘ nach VON ZASTROW gleichsam eingebettet liege, entspricht nicht unserer 
ffassung. Wir halten beide Strukturen auch nach unseren Fluorescenzunter- 
‘hungen fiir identisch, die ,,Zentralsubstanz‘‘ aber bei VON ZASTROW als mib- 
‘standlich beschrieben. Die Polyphosphatkérper sind nach unserer Auffassung 
ne Entmischungskorper, da sie, wie BRINGMANN bereits abgebildet hat, im Pha- 
kontrastmikroskop dargestellt werden kénnen. — In einer Arbeit von TISCHER 
ch. Mikrobiol. 1957, im Druck), die uns durch die Freundlichkeit von Herrn 
of. Dr. A. RIPPEL zuginglich wurde, werden Ergebnisse mitgeteilt, die grund- 
zlich mit den unseren vereinbar sind. 
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Untersuchungen 
zur Keimungsphysiologie des Schwarzrostes 
Puccinia graminis tritici (Pers.) Erickss. u. Henn. 


Von 
W. H. FUCHS und A. GAERTNER 


Mit 6 Textabbildungen 
(EHingegangen am 6. September 1957) 


Hurp-Karrer u. RoDENHTSER (1947) zeigten erstmalig, da bei der 
Keimung der Uredosporen von Puccinia graminis und anderen Rostarten 
auf Plattenkulturen neben Appressorien auch Hyphenanschwellungen 
nach Art der in vivo beobachteten substomatiaren Vesikel gebildet werden, 
yon welchen Hyphen geringeren Durchmessers ausgehen, die offensicht- 
lich den Infektionshyphen entsprechen (vgl. auch Dickinson 1949—1955), 
aber sehr bald ihr Wachstum unter den Bedingungen der Plattenkultur 
einstellen. Sie erreichten auf Nahrbéden, welche keine oder ungeeignete 
organische Substrate enthielten, auch in unseren Versuchen nie tuber 
100 Lange. Versuche, diese Entwicklung giinstiger zu gestalten 
(Dickinson 1949b—d, SHarp and SmirH 1952, SHarp 1954), brachten 
keine wesentlichen Fortschritte, und trotz anfinglich optimistisch lau- 
tender Befunde ist eine Kultur von Pucciniaceen bisher nur auf Gewebs- 
kulturen gelungen (Baucn u. Srmon 1957, dort weitere Literatur). Im 
Anschlu8 an Untersuchungen tiber das Verhalten von Phytophthora in- 
festans auf verschiedenen Kulturmedien wurden von uns frither ein- 
gestellte Versuche mit den dort gewonnenen Erfahrungen wieder auf- 
gegriffen. Obgleich diese noch zu keinen entscheidenden Erfolgen fiihrten, 
scheint es uns doch gerechtfertigt, heute tiber einige bisher erzielte Er- 
gebnisse zu berichten. 

Zu den Untersuchungen wurden Uredosporen von Puccinia graminis tritict 
5 Tage nach dem Auftreten der Pusteln auf NOS Nordgau Sommerweizen im Licht- 
thermostaten herangezogen (aus dem Innern der Pusteln mit einem in 70% Alkohol 
desinfizierten, spitzen Pinsel entnommen und auf den Kulturplatten durch leichtes 
AufstoBen moglichst gleichmaBig verteilt). Zur Vermeidung von Fremdinfekten ist 
bei der Sporenentnahme eine Beriihrung der insterilen Blattflachen peinlich zu ver- 
meiden. Die Kulturen (Petri-Schalen 5 cm @, 2 cm Hohe) wurden im Dunkeln bei 
99° bebriitet und nach 4, 6 und 10 Tagen zur Beobachtung gedffnet. Die Entwick- 
lung der Keimschlauche muBte subjektiv beurteilt werden, da infolge ihres gewun- 
denen oder spiraligen Wachstums und der unvermeidlich wechselnden Dichte der 
Sporenaussaat die Zuordnung der ,,Hyphen und Vesikel zu einer bestimmten 
Spore nur im wechselnden Prozentsatz moglich war. Somit erschien uns eine Mes- 
sung der ,, Hyphen‘‘ vertretbar. Bei dieser wurden die Langen und die Seitenzweige 
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der ,,Hyphen“ zusammengezahlt (in Tabellen durch Doppelkreuz gekennzeichnet’ 
Daneben wurde der Prozentsatz der von den Keimschlauchen gebildeten Vesikel: 
geschatzt; die relative Eignung eines Nahrbodens wurde in erster Linie auf Grun; 
der erzielten maximalen Hyphenlangen bewertet, jedoch nur dann, wenn ein’ 
groBere Zahl von ahnlichen Wachstumsbildern in einer Kulturschale vorlag. 

In Vorversuchen wurden die von HturD-KARRER u. RODENHISE: 
(1947) an der Rasse 56 gewonnenen Ergebnisse mit der von uns zuers 
verwendeten Rasse /26a im wesentlichen bestatigt. Auch der spater aw 
auBeren Griinden notwendige Ubergang zur Rasse 32 ergab keine grund 
sitzlich anderen Bilder, wenn auch Rasse 126a im Gegensatz zu Rass: 
56 (HuRD-KARRER u. RODENHISER 1947) unter den friiher bekannte: 
Kulturbedingungen nur selten und stets endstandige Vesikel anlegt: 
und Rasse 32 sich in unseren Versuchen unter vergleichbaren Bedingun 
gen durch eine etwas geringere und verzégerte ,,Hyphen‘‘-entwicklun: 
von Rasse 126a abhob. Im Gegensatz zu SHARP and SmirH (1952) konnt: 
auf Gelatinenahrbéden (Gelatine fiir Nahrbodenzwecke Merck) wede 
mit, noch ohne Zugabe von Zinksulfat Vesikelbildung beobachtet werder: 
Kine Vorbehandlung der verwendeten Gelatine und auch des verwem 
deten Agars mit Aktivkohle beeinfluBte unsere Ergebnisse nicht. Da: 
gegen bildeten etwa 10% der gekeimten Sporen der Rasse /26a Vesike 
aus, als wir Kieselgel nach Taytor (1950) als weitgehend indifferente: 
Substrat unter sonst gleichen Bedingungen verwendeten. Hier fande: 
sich auch haufig kurze Ansitze von ,.Hyphen‘*. Dies bestatigt die vor 
SHarP (1954) beobachtete Begiinstigung der Vesikelbildung durch Silil 
con. Die weiteren Versuche wurden daher ausschlieBlich mit Kieselge 
durchgefithrt, da dieses auch die genaue Einstellung des pr erleichtert: 
und die Zugabe hitzeempfindlicher Stoffe (gegebenenfalls nach Filtratio: 
durch Bakterienfilter) zu den Nahrbéden erméglichte. 

Anfanglich wurde das Kieselgel durch Verfestigung eines Kieselsiure 
sols, hergestellt aus einer 3° Natriumsilicatlosung (Merck) mittel 
(NH,),HPO, gewonnen, spiiter durch Zugabe eines jeweils frisch her 
gestellten Puffergemisches', nachdem sich gezeigt hatte, da® die da 

* Das Gemisch besteht aus 2 ¢ K;PO,, 2g Na,PO,-12H,O und 4 ml n/10 NaOP 
auf 100 ml bidestilliertem Wasser. Durch geeignete Variationen der der Kieselsiure 
lésung zugegebenen Puffermenge laBt sich der Saiuregrad des Gels innerhalb de 
hier notwendigen Grenzen (py 5—7) sehr genau und gut reproduzierbar einsteller: 
jedoch miissen die genauen Mengen fiir jede neu hergestellte Kieselsiurelosung ge: 
sondert ermittelt werden. Die zur Verfestigung nétige Salzkonzentration von wenige: 
als 0,08% liegt im Bereich der in Nahrbéden iiblichen Konzentration. Es ist zweck 
maBig, die Salze durch Zugabe von 12,5 mg Ca(NOg),, 3,1 mg KNOs, 3,1 mg KH,PO! 


und 3,1 mg MgSO, in Form von 12,5 ml Knopscher Nahrlésung in 100 ml Nahy 
boden zu erginzen (vgl. GAERTNER 1957). 

Sorgfiltige Reinigung des verwendeten Schottfilters G5 ist von eroBter Be 
deutung, da Spuren organischer Substanzen, welche durch Zersetzung von Zuckerr 
vielleicht durch die Tatigkeit von Mikroorganismen, entstehen, hemmend wirken 
Aus dem gleichen Grunde ist immer frisch bereitetes Puffergemisch zu verwenden 
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durch mégliche genaue Einstellung des py-Wertes unter gleichzeitiger 
Zugabe von Salzen der Knopschen Nihrlésung das ,, Hyphen‘‘-wachstum 
sehr begiinstigt. 

In den ersten Versuchsreihen wurden als Nahrstoffe in wechselnder 
Konzentration, einzeln und im Gemisch, verschiedene Zucker (Glucose, 
Fructose, Saccharose, Maltose), geringe Mengen von Pepton und Bio- 


maiz, Spuren von Glucosamin, Glutamin, Ribose und wasserléslichen 


i et ee, ee ee 


Vitaminen zugesetzt, ohne daB erhebliche Verbesserungen des ,, Hyphen‘‘- 
wachstums von Rasse /26a erzielt wurden. Auch frisch mit Quarzsand 


Tabelle 1. py-Wert und Vesikelbildung. 
Versuch vom 7. 11. und 23. 11. 1955 (Rasse /26a) 


MeBwerte d. jeweils MeBwerte d. jeweils 
PH Vesikelbildung | }iingsten ,,Hyphen“ pH Vesikelbildung | lingsten ,,Hyphen‘ 
in # in “ 
| | 

7,15 + | + 1 050* 7,01 | ++ + 1 540 
7,12 +-++ +1110* 6,92 + + 1 680 
7,09 | -+ + 1 350 6,90 ++ + 1 050 
7,08 + | + 1 770* 6,59 ae | + 1 239 
7,05 oa + 2 660* 6,31 aed bei bests) 
0d. | ++ +1740 6,00 =. | 350 


* Versuch vom 23. 11. 1955. + Vesikelbildung bis zu 10°. ++ Vesikelbildung 
bis 10—20°%. + Summe der Verzweigungen in wu. 


verriebene Blatt- und Halmgewebe von Weizen sowie frische Leber er- 
gaben keine bedeutende Férderung. Eine solche wurde dagegen erzielt, 
als in Anlehnung an Beobachtungen tiber das Keimschlauchwachstum 


von Erysiphe (YARwoop and Coun 1949) frisches, dem Dottersack steril 
-entnommenes Hiihnereigelb (15 Tropfen je 100 ml Nahrboden) zugesetzt 
wurde. Auf ungepuffertem, mit (NH,),HPO, gefalltem Kieselgel mit 


0,3 g Glucose und 15 Tropfen Eigelb je 100 ml konnten bereits Hyphen- 
langen bis zu 450 yu erreicht werden. Auf gepuffertem Kieselgel nach Bei- 
gabe der Knopschen Nahrlésung und einer Spur von Glucosamin wurden 
bis zu 707 w gemessen, und nach genauer Einstellung optimaler pxa-Be- 
dingungen (vgl. Tab. 1) im Optimalbereich von px 7,03—7,08 Gesamt- 
langen der verzweigten ,,Hyphen“ von 1740 — sogar 2660 u bei Rasse 
126a — beobachtet. Unter gleichen Bedingungen wurden mit Rasse 32, 
welche nach Verlust der Rasse /26a im Winter 1956 herangezogen werden 
muBte, nur maximale ,,Hyphen“‘langen von 420 u erzielt, unter Beriick- 
sichtigung der Tatsache, daf das optimale px fir diese Rasse etwas tiefer, 
bei 6,85—6,95, liegt. 

Bei weiteren Untersuchungen mit Rasse 32 war, ebenfalls in Anlehnung 
an inzwischen mit der Kultur von Phytophthora infestans gesammelte 
Erfahrungen (GAERTNER 1957), der HinfluB von Hisensalzen, Vitaminen 
und Aminoverbindungen auf das ,,Hyphen‘‘wachstum zu untersuchen. 
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Zugabe verhiltnismaBig hoher Fe-Konzentrationen als Chlorid, Citra: 
und Lactat férderten deutlich. Der stérkste Effekt wurde mit Eisen 
saccharat DAB 6 (2,2 mg je 100 ml) mit einer ,, Hyphen“‘lange von 7201 
gegentiber 420 auf dem ,,normalen* Glucose-Eigelbnahrboden erzielt 

Zugabe von Thiamin, Lactoflavin, Folsaure, Paraminobenzoesaure 
Vitamin B 12, Biotin, Nicotinsiureamid, Calciumpantothenat und Inosit 
wirkte sich weder mit, noch ohne Eisenzugabe positiv aus. Pyridoxir 
zeigte dagegen eine konzentrationsabhangige Férderung der ,,Hyphen*. 
ausbildung mit einem Optimum von etwa | mg je 100 ml. Rasse 32 er. 
reichte eine Gesamthyphenlange von 1060 u auf einem gepufferten Kiesel. 
gel, das je 100 ml 0,3 Glucose, 12.5 ml Knopscher Nahrlosung, 1 mg 
Pyridoxin, 2,2 mg Eisensaccharat und 15 Tropfen Eigelb enthielt. Dieser 
Nahrboden bildet die Grundlage fiir die Untersuchung des Einflusses ver- 
schiedener Aminosauren und Amide (vgl. Tab. 2). ¢- und 8-Alanin, Valin. 
Histidin, Lysin und Threonin hemmten Entwicklung und Verzweigung 
der ,,Hyphen“ deutlich. Relativ gute Hyphenentwicklung, jedoch keine 
tiberdurchschnittlichen Werte, konnte mit Asparaginsdure, Asparagin. 
Glutaminsaéure und Arginin erzielt werden. Hemmende Wirkung von 
Glutamin war friiher bereits in anderen Versuchen festgestellt worden. 
Auffallig ist die giinstige Wirkung des Leucins, des Glutathions und des 
Cysteins. Cysteinzugabe begiinstigte offensichtlich auch die Ausbildung 
einzelner ,,Hyphen“, die sich keinem Vesikel zuordnen lassen, sondern 


Tabelle 2. Wirkung von Aminosduren. (Rasse 32) 


MefBwerte d. jeweils lingsten 


| Vesikelbildung | , Hyphen* in 
CMAIATIN «cor a c  ecte ae Meena ome | aa | 120 
B-Alanin ye Sar, Cee | 160 
Argmin ti. Mees. tend ae i. a + {,790 
Asparaginsféure . . 0. 6 ne ss + + 620 
PASTOR AO TD | ote cate eile ls) Gal se + + 980 
GiutHminsBurey. . e .) ee eee + = oir aE) 
CCVBLOLEDS «<4 iceouih Suey eee eae ae ++++4+ +1850 (+3300) 
Hibtadin.OV rn orl nts Wey diester + 100 
(euemitet...., LHI waded ede Thy 2 ++ + 1790 
TAVIS 2-5 ser ciusbeoraitvad cw ie wel ee + 250 
ANA EOTIEI NG bie he stats <i ies ai Et ste we - 320 
ARVO TY wes Oe) scare teeta co cies care Wi A + 130 
Valine ss at’. POA Maes tery, - 110 
Ghitathion te «2 2h. Aha y Sette tole +++ +1110 
ohne Aminoverbindung ..... . + ceed CO 


Aminoséuren und Amide 0,0025 mol zugesetzt. 

! Glutathion 0,0005 mol zugesetzt. 

(),,Hyphe, nicht einem Vesikel zuzuordnen. + bis 10%, ++ 10—20%,, 
+++ 20—30%, ++ ++ 830—40% der Keimschlauche, welche Vesikel mit ,, Hyphen** 
gebildet hatten. + Summe der Verzweigungen in ju. 
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erden. In Form kleiner Auswiichse wurde solches auch in anderen Fiillen 
beobachtet. Nach Cysteinzugabe bildeten sich lange, verzweigte Hyphen, 
die in einem Falle eine Gesamtlinge von 3300  erreichten. 
_ Die drei positiv wirkenden Aminoverbindungen, vor allem aber Glut- 
athion und Cystein, begiinstigen auBerordentlich die Vesikelbildung (vel. 


Tab. 2). Dies geht noch deutlicher aus einem Versuch hervor, in welchem 


Abb. 1. Keimschlauch, Appressorium, Abb. 2. Keimschlauch, Appressorium, 


-substomatiires Vesikel, einseitig ausgewachsen, substomatires Vesikel, einseitig ausgewachsen, 
E »Hyphe“ unverzweigt. Vergr6Berung 135 x ;,Hyphe* verzweigt. VergréBerung 135 x 


ss 
a 
a 


Abb. 4. Wie Abb. 3, beidseitig verzweigt. VergroBerung 135 x 


der Zusatz von Eigelb zum Na&hrboden weggelassen, dafiir aber 0,6, 1,2 
und 2,5 mmol Cystein zugefiigt wurden. Die Auszihlung von je 600 ge- 
_keimten Sporen ergab 18 baw. 21 baw. 29% Vesikelbildung nach Cystein- 
-gusatz gegentiber von etwa 10% in allen fritheren Versuchsreihen, in 
-welchen Cystein nicht zugesetzt wurde. Auch vor dem Autoklavieren 
gugesetztes Cystein zeigte die gleiche Wirkung. Die nach Cysteinzusatz 
in Abwesenheit von Eigelb gebildeten ,,Hyphen“ erreichten dagegen nur 
700u und blieben damit wesentlich unter denin Tab. 2 angefiihrten Werten. 
Cystein férdert also fiir sich allein die Vesikelbildung. Seine giinstige 
-Wirkung auf das Langenwachstum der ,,Hyphen” ist aber an die Gegen- 
wart von Eigelb gebunden. 


308 W. H. Fucus und A. GAERTNER: 


Abb. 1—6 zeigen die GréBenverhiltnisse der Sporen, Keimschlauche, Vesikek 
und ,, Hyphen“ sowie die Art des Wachstums und der Verzweigung dieser ,, Hyphen‘. 
Sie machen deutlich, da auf annihernd neutraler Kieselgallerte unter Zusatz vom 
Glucose, verschiedenen Ionen und nicht denaturiertem Hiihnereigelb eine relativ 
weitgehende Entwicklung von Rostmycel méglich ist, wenn gleichzeitig Pyridoxin, 

Eisen und bestimmte Amino- 

. sduren zugegen sind. 

; Zu eingehender Diskussiont 
sind die vorliegenden Be- 
funde noch nicht reif. Sie 
deuten darauf hin, daB SH- 
haltige Redoxsysteme (Cy- 
stein, Glutathion) in Gegen-, 
wart relativ hoher LEisen-. 
mengen besonders stark dies 
Vesikelbildung, aber auch! 
deutlich das ,,Hyphen“-. 
wachstum férdern; letzteres: 
allerdings nur in Gegenwart! 


Abb. 5. Spore, Keimschlauch, Appressorium, von nativem Higelb, tiber: 
substomatiires Vesikel, beidseitig ausgewachsen; . . : 
Keimschlauch enthilt noch Plasma, VergréBerung 270 x dessen eigentlich wirksame; 


Bestandteile nach dem bis-. 
herigen Stand der Unter-. 
suchungen noch nichts End-.- 
giltiges ausgesagt werden: 
kann. In diesem Zusammen-. 
hang ist der hohe Cystein-. 
gehalt der Uredo-Sporen: 
(ROHRINGER 1957) vielleicht | 
als weiterer Hinweis auf die. 
besondere Bedeutung SH-. 
haltiger Bausteine fiir den: 
Stoffwechsel der Rostpilze: 


Abb. 6. Keimschlauch. Appressorium, substomatiires bedeutungsvoll. Gleiches gilt | 


Vesikel, beidseitig ausgewachsen; Appressorium vom fiir den hohen Gehalt an: 
Vesikel durch Septe getrennt; Keimschlauch und Appres- 


sorium von Plasma frei, Keimschlauch kollabiert. Glutaminsiure-Glutamin in| 
Vergrdferung 270.x den Sporen, hinsichtlich der 
Deutungsméglichkeit der in: 

unseren Versuchen augenfilligen Férderung des ,,Hyphen‘wachstums | 
durch Pyridoxin, des Cofermentes der Transaminase und anderer fiir den | 
Aminosiurehaushalt wichtiger Fermente. Vielleicht ist die Intensitat der 
Transamination ein Schliisselfaktor fiir das Wachstum der Rostpilze, 
wobei offen bleibt, ob die fordernde Wirkung von Leucin vom gleichen 
Blickpunkt her betrachtet werden darf. Diese ist auch dadurch be- 
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deutungsvoll, da8 wenigstens unter gewissen Bedingungen Rostbefall an 
Weizen in Pyridoxin-gesteuerte Fermentprozesse einzugreifen scheint, 
wie u. a. aus den Daten von RouwrincEeR (1957) hervorgeht. Diese 
Moglichkeiten sollen an anderer Stelle naher erértert werden. 


Zusammenfassung 


Versuche, in Plattenkulturen weitergehende Entwicklungsstadien der 
Keimschlauche von Uredosporen des Schwarzrostes, Puccinia gramini 
tritict zu erhalten, werden beschrieben. Es férdern Eisenverbindungen, 
nicht denaturiertes Hiihnereigelb, Cystein, Leucin und Glutathion sowohl 
die Ausbildung der Vesikel als auch das Lingenwachstum der Infektions- 
hyphen bei Gegenwart von Pyridoxin. 


Wir durften von der Deutschen Forschungsgemeinschaft bereitgestellte Mittel 
und Gerate mitbenutzen und danken auch an dieser Stelle fiir diese Hilfe. 
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Die Induktion der Laccase-Bildung 
bei Collybia velutipes Curt. 
Von 
Horst Lyr 
Mit 12 Textabbildungen 
(Eingegangen am 7. September 1957) 


Laccase wird von zahlreichen holzzerstérenden und bodenbewohnender 
Basidiomyceten als Ektoenzym ausgeschieden (Borprn 1951, LINDEBERG 
u. Hot 1952, FAnranus 1952, Hicvont u. Krramura 1953, Lyr 1956) 
1958). Bei allen bisher genauer untersuchten Arten erwies sich die Bildung 
des Fermentes als konstitutiv bedingt. Bei Polyporus versicolor Fr. und 
Marasmius scorodonius Fr. 1aBt sich jedoch die Laccase-Bildung au 
einigen Nahrbéden durch Zusatz bestimmter Chemikalien stark stimu. 
lieren (FAHRAEUS 1953, FAHRAEUS u. TULLANDER 1956). 

Von besonderem Interesse war in diesem Zusammenhang die Be- 
obachtung, da bei Collybia velutipes, die bei normalem Wachstum aut 
den tiblichen Naihrbéden keine Laccase bildet, die Enzymsynthese durch 
verschiedene Eingriffe induziert werden kann. Diese Tatsache hat zweifel- 
los fiir den Pilz auch dkologische Bedeutung, worauf in diesem Zusammen- 
hang aber nicht ausfithrlicher eingegangen werden soll. 

Fir einen qualitativen Vortest auf Laccase-Induktion wandte ich fol- 
gendes Verfahren an. Der Pilz wurde in Petri-Schalen auf einem Nahr- 
boden von 3% Malzextrakt + 0,005% «-N aphthol + 3% Agar kultiviert 
(LyR 1958). Die «-Naphtholmenge ist nach Vorversuchen so gewahlt wor- 
den, daB ein normales Pilzwachstum ermoglicht wird und gleichzeitig 
beim Auftreten von Laccase eine deutliche Verfairbung nach Blauviolett: 
zu erkennen ist. 

Wenn das Mycel einen Durchmesser von etwa 4 cm erreicht hatte, 
wurden die zu priifenden Substanzen an zwei diametral entgegen- 
gesetzten Punkten in etwa 2 cm Entfernung von dem Mycelrand auf den: 
Agar aufgetragen, soweit méglich in fester Form oder bei Flissigkeiten: 
in héchstméglicher Konzentration. Da die Mehrzahl der Stoffe gut wasser- 
léslich ist, ergaben sich bald Diffusionszonen, so daB die Hyphen im. 
Laufe der Zeit mit steigenden Konzentrationen der betreffenden Sub- 
stanz in Beriihrung kamen. Bei Laccase-Induktion wird der Nahrboden 
durch das ausgeschiedene Enzym blauviolett gefiirbt (Abb. 5). Dadurch 
lassen sich Ort und Umfang der Induktionswirkung gut erkennen. Das 
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Verfahren ermoéglicht es, in kurzer Zeit eine gréBere Zahl von Verbin- 
dungen auf ihre Induktionswirkung zu untersuchen. 

Vergleichende Versuche ergaben, daB gleiche Resultate bei Kultur auf einfachem 
Malz-Agar und durch einen Laccase-Nachweis mit dem Benzidin-Test (Lyr 1958) 
erzielt werden. Ebenso gaben die Verwendung von Guajacol als Indicatorsubstanz 
und ein synthetischer Nahrboden (3% Glucose; 0,194 Asparagin; 0,005% 
MgSO, - 7H,0; 0,0159 KH,PO,; 0,5y Vitamin B,/ml; 3,0% Agar) grundsatzlich 
gleiche Ergebnisse. Quantitative Versuche erwiesen aber, da die Laccase-Bildung 
auf dem synthetischen Nahrboden geringer ist, weshalb fiir die hier zu beschreiben- 
den Versuche 3% Malz als Grundnahrmedium verwendet wurde. Orientierende 
Versuche mit anders zusammengesetzten Nahrbéden zeigten, da offenbar das 
C: N-Verhaltnis die Stiirke der Induktion beeinflussen kann. 


In den Tab. 1—5 sind die wichtigsten der gepriiften Substanzen zu- 
sammengefaBt und das Ausmaf der durch sie hervorgerufenen Laccase- 
Bildung und Wachstumshemmung bonitétsmaBig angegeben. Als Ab- 
stufungen sind die Werte 0 bis + + + benutzt. Aus ihnen ist ersichtlich, 
daB zwar viele Substanzen eine Wachstumshemmung hervorrufen, da 
aber Wachstumshemmung und Laccase-Induktion nicht notwendig ge- 
koppelt sind. Nicht alle Hemmstoffe fiihren zu einer Induktion. Vielmehr 


Tabelle 1. Wirkung verschiedener Sduren auf die Laccase-Induktion 


Wachs- 
Substanzen Son nee Substanzen tume- | Induk- 
hem- tion hem- tion 
mung mung 
Citronensiure. ... . ded ++ | Adipinsiure..... ++ 0 
Bernsteinsaure Malonsiture .... . ++) ++ 
eWumarsaure .... . + + | Mono-Fluoressigsiure .| ++ 0 
fApfelaiure .../.. . + | ++] Mono-Chloressigsiure .| ++ + 
a-Ketoglutarsaure . . . (+)| 0-(+)] Mono-Jodessigséure. .| ++ a 
Oxalessigsiure ... . 0 0| Tri-Chloressigsture . .|+++ 0 
mMilchsaurel. . 2... ++ ++ Schwefelsaure, konz. .|+++ | 0-(+) 
PISESS1O ieee en sf ate 0| Salzsiure, konz. . ..| ++ 0 
Brenztraubensaure . . ++ ++ | Phosphorsdure, konz. .| ++ 0 
Ameisenséure 96%ig. .« + 0 


haben sich nur folgende chemisch sehr verschiedene Substanzen als 
wirksam erwiesen: Pentachlorphenol, 2,6-Dinitro-o-Kresol, (2,4-Dinitro- 
phenol), p-Chlor-Mercuribenzoat, Tannin, (Pyrogallol), (Brenzcatechin), 
Thioharnstoff, Malonsaiure, Mono-Jodessigsaure, Mono-Chloressigsaure, 
Citronensaure, Fumarsiéure, Bernsteinsaure, Apfelsaure, Brenztrauben- 
saure, Milchsiure. Es fallt auf, daB mit Ausnahme von Tannin, wenn man 
von Pyrogallol und Brenzcatechin zunachst absieht, keine Substanzen 
darunter sind, die als typische Substrate fiir Laccase gelten kénnen. Hine 
adaptive Enzymbildung liegt demnach nicht vor, vielmehr eine Induktion, 
die nicht durch die Anwesenheit oxydabler Substanzen, sondern durch 
spezifische Hingriffe in den Stoffwechsel verursacht wird. 
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Durch Toluol hervorgerufene Autolyse ergab keine Laccase-Ausschei: 
dung. Daraus ist zu schlieBen, daB ohne induktiven Eingriff Laccase iti 
dem jungen, wachsenden Mycel nicht vorhanden ist. Peroxydase wire 
von dem Pilz nicht gebildet (LyR 1958). 


Tabelle 2. Wirkung von aromatischen Sduren auf die Laccase-Induktion 


Substanzen 


Benzoesaure 


p-Chloro-mercuri- inoue 


Salicylséure 

Pikrinsaure . : 

p-Aminobenzoesaure . 

o-Aminobenzoesaure + 

B-Indolylessigséure! . 

ase ar 
sdure. 


1 Wird eee 


Wachs- Wachs- 
tums- | Induk- Sunstancen tums- 
hem- tion hem- 
mung mung 

po 0| K-Naphthyl-essigsaure ts 
++ ++ | Amino-Naphthyl- 
++ 0 sulfonsiure ... .) 0 
++ 0; Gallussfuret. .... (+) 
0 | 0! Gallussaure, waco 0 
++ 03) aeCannin {ieee ; + 
+ | O} 2,4- Dichlorphenoxy- 
| essigsaures-Na . . . + 
0 0 


Induk-~< 
tion 


Tabelle 3. Wirkung von Aminoséiuren und von Allantoin auf die Laccase-Induktiow 


Substanzen 


Asparagin 
Glutamin . 
Tryptophan 
Tyrosin 


Wachs- | | Wachs- 


tums- Induk- Rabstanwen | tums- 

hem- tion | hem- 

mung | mung 
0 0 Alanin pasa. ae eo | 0 
0 0 Glykokoll . 0 
0 | 0 Methionin . 0 
0 0 Allantoin 0 


Tabelle 4. Wirkung von Phenolderivaten und anderen Verbindungen 


auf die Laccase-Induktion 


Induk- » 
tion 


ooco 


eee 


Substanzen 


Pentachlorphenol 
2,4-Dinitrophenol 
2,6-Dinitro-o-kresol 
Brenzcatechin ! 
Pyrogallol! . 
Guajacol! 
fb-Naphthol! 
p-Toluidin! 
o-Toluidin 


1 wird oxydiert. 


Wachs- Wachs- 
tums Inguk-]—sutwtangen | mind 
mung mung 
+++ /++4 Onl olidin tee sen 0 0 
+++ | 0-+] o-Anisidint .... .| + +2 
++). ++} o-Naphthylamin® 2 , | eee 0 
++ |0-++] B-Naphthylamin .. . 0 0 
Feel) (OL nd ol ene ah erate + 0 
++ 0.) Inositoliiee meen ieees 0 0 
++ Om PMs “S 5 ye Ge (+) 0 
+ Oj], Hydrochinon® ae.) oi) geeer 0 
+ Oe Chink ydron ar eane + 0 


Bemerkenswert ist die Tatsache, da® sich Gallussaiure als unwirksam 
fiir eine Induktion erwies, wihrend Tannin eine kraftige Enzymbildung 
hervorrief (Abb. 1). Daraus ist zu erkennen, daB beide Verbindungen 
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physiologisch nicht gleichwertig sind. Aus diesem Grunde wurde fiir die 
praktische Verwendung zum Oxydasen-Nachweis mit der BAvENDAMM- 
Reaktion Tannin bevorzugt (LyR 1958), um alle induzierbaren Laccase- 
Bildner zu erfassen. 


Tabelle 5. Wirkung verschiedener Hemmstoffe auf die Laccase-Induktion 


‘Wachs- id Wachs- 
ai . tums- | Induk- : tums- | Induk- 
Substanze A Subs Zi : 
ubstanzen aly tion Substanzen hem- tion 
mung mung 
Broly we we 0 Idk 6.5 66 ¢ + 0 
EL eee se 0 Cumann scene + 0 
miasArsenit .°. ... . ++ 0 Thioharnstott wees eel + + 
ma-Arsenat. . . . » - + 0 


1 schwer léslich. 


Enzymatisch oxydierte oder autoxydierte Gallussiure hat anscheinend 
ebenfalls eine schwach induzierende Wirkung, die aber nicht so deutlich 
und kraftig ist wie die des Tannins. Offenbar sind die Oxydations- oder 
die Intermediarprodukte der Oxydation fiir die Wirkung verantwortlich. 
Handelsiibliches Tannin stellt keine rein galloylierte Glucose dar, sondern 
ist bereits in mehr oder weniger starkem Mae oxydiert, was an der 


Abb.1. Wirkung von Gallussiiure und Tannin auf die Laccase-Induktion von C. velutipes (a-Naphthol- 
Malz-Agar-Schalenunterseite) ; links Gallussiiure (keine Induktion, aber deutliche Oxydation am 
zentralen Laccase-Kern); rechts Tannin (Laccase-Induktion beim Zusammentreffen mit dem Mycel) 


braunen Farbung der Lésung und an der Neigung zur Hydroperoxyd- 
bildung zu erkennen ist. Die physiologischen Hintergrtinde dieses Pha- 
nomens sind vorlaufig noch unklar und bediirfen eines weiteren Studiums. 
Erwihnt werden muB, daB bereits LinpeBere (1949) auf die unterschied- 
liche Wirkung von oxydierter und nicht oxydierter Gallussaure hinge- 
wiesen hat. Auch gegeniiber anderen Pilzen zeigte Tannin die gleiche 
kraftige Induktionswirkung, so daf das Verhalten von Collybia velutipes 
keinen Sonderfall darstellt. Die inkonstante Wirkung von Pyrogallol und 
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Brenzcatechin ist eventuell ebenfalls durch die Aktivitaét von Oxydations 
produkten zu erklaéren, da bekanntlich beide Substanzen sehr leich 
antoxydabel sind. Auf diese Weise lassen sich vermutlich auch die Er 
gebnisse von FAHRAEUS (1953) deuten, der eine gréBere Zahl von Phenol 
derivaten — darunter auch Gallusséure — als induktionskraftig gegen 
iiber Polyporus versicolor fand. Spezielle Untersuchungen iiber diese 
Problem sind noch in Vorbereitung. 


Abb. 2. Laccase-Induktion durch verschiedene organische Sauren, J Citronensiiure, 2 Bernsteinsiure: 
3 Fumarsiure, 4 Apfelsiiure, 5 Essigsiure 


Ks fallt auf, daB viele wirksame organische Saéuren dem Citronensaure-: 
Cyclus angehéren (Abb. 2). Nur Oxalessigsiure zeigte sich véllig un-. 
wirksam, wahrend «-Ketoglutarsiure schwach aktiv war. Die Salze: 
der induktionskraftigen Saéuren erwiesen sich alle als unwirksam und: 
riefen auch kaum eine Hemmung des Mycelwachstums hervor, was durch: 
mangelnde Permeation zu erklaren sein diirfte. Diese Tatsache erschwert! 
es, zwischen einer H-Ionen-Wirkung und einer spezifischen Wirkung des: 
Saure-Anions zu unterscheiden. Da jedoch Hisessig, H,SO, und H,PO,. 
zwar eine starke Wuchshemmung hervorriefen, aber keine oder nur eine 
sehr inkonstante Laccase- Bildung bewirkten, neige ich zu der Auffassung, . 
daB den aktiven Siuren eine spezifische Induktionswirkung zuzuschreiben 
ist, die bei den meisten mit ihrer Funktion im Citronenséurecyclus zu-. 
sammenhiingen diirfte. 

Samtliche untersuchten Aminosiuren erwiesen sich —allein geboten — 
als induktionsunwirksam. Das scheint in einem gewissen Widerspruch | 
zu den Ergebnissen von FanrAEuS u. LINDEBERG (1953) zu stehen, die 
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eine Férderung der Laccase-Produktion von Polyporus zonatus und P. 
versicolor durch Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin feststellen konn- 
ten. Hierbei ist jedoch nicht zu vergessen, daB es sich bei diesen Pilzen 
nur um eine Steigerung der Laccase-Bildung handelt, da sie auch ohne 
Zusatze bereits Laccase bilden. 

Das gilt auch fiir die unterschiedlichen Ergebnisse, die FAHRAEUS u. TULLANDER 
(1956) bei Polyporus versicolor und Marasmius scorodonius erhalten haben. Dort 
erwiesen sich o-Toluidin, o-Aminophenol, o-Anisidin, 8-Hydroxychinolin, Guajacol, 
2-Naphthylamin und f-Indolylessigsaure als sehr aktiv, wahrend in den hier 
beschriebenen Versuchen diese Substanzen voéllig unwirksam waren, wobei héchstens 
o-Anisidin eine Ausnahme macht. Dennoch brauchen die unterschiedlichen Ergeb- 
nisse keinen Widerspruch zu bedeuten, da es sich bei den untersuchten Pilzen um 
sehr verschiedenartige Typen handelt. Zweifellos wird bei den Pilzen, die auch 
normalerweise bereits Laccase bilden, eine Induktion auch mit weniger wirksamen 
Substanzen zu erreichen sein, da es offenbar nur eines geringeren AnstoBes bedarf, 
um eine bereits vorhandene Laccase-Produktion noch zu steigern. Das zeigt sich 
auch darin, daB die von FAHRAEUS u. TULLANDER benutzten Substanzen in den 
gewahlten Konzentrationen keinen wesentlichen Hinflu8 auf das Wachstum aus- 
iiben, wie aus den Werten fiir das Myceltrockengewicht zu entnehmen ist. Bei 
Collybia velutipes ist dagegen ein starkerer Eingriff erforderlich, um den Stoffwechsel 
in Richtung Laccase-Bildung ,,umzuschalten“. Fast stets ist damit eine Wachstums- 
hemmung verbunden. AuBerdem muB erwihnt werden, daB bei der von den schwe- 
dischen Autoren gewihlten Methode in einigen Fallen ebenso wie bei FanRanus 
(1953) eine Induktionswirkung durch Oxydationsprodukte der zugesetzten Substan- 
zen nicht auszuschlieBen ist, da die Kontrollen teilweise bereits Laccase aufwiesen 


Die Verhiltnisse bei Collybia velutipes geben die Moglichkeit, nur die 
Substanzen mit besonders aktiver Induktionswirkung zu erfassen. 

Es darf hierbei jedoch nicht unerwahnt bleiben, da die Laccase- 
Bildung bei Collybia velutipes nicht nur unter so starken und unphysio- 
logischen Hingriffen einsetzt, wie sie bisher beschrieben wurden. Oftmals 
scheidet bereits das aufgetragene Impfstiick Laccase aus, deren Bildung 
manchmal beibehalten, in den meisten Fallen aber nach Auswachsen der 
Hyphen eingestellt wird. Auch das auf der Testplatte normal wachsende 
Mycel beginnt nach einiger Zeit in seinem Zentrum um die Impfstelle 
Laccase auszuscheiden, so da8 im Zentrum der Kultur ein ,,Laccase- 
Kern“ entsteht, der sich mit fortschreitendem Wachstum vergroBert (vgl. 
Abb. 1). Sobald oxydable Substanzen auf diesen ,,Lacease-Kern* stoBen, 
werden sie oxydiert, wie es am Beispiel der Gallussdure (Abb. 1) deutlich 
sichtbar ist. Die Bildung dieses Laccase-Zentrums kann durch Erhdohung 
der Malz-Konzentration eingeschrankt werden und ist wabrscheinlich 
durch auftretenden Nahrstoffmangel bedingt. Es zeigt sich namlich, daB 
der Pilz zur Laccase-Produktion tibergeht, wenn das Mycel auf ein nahr- 
stoffarmes Medium trifft (Abb. 3). Zweifellos ist diese Tatsache auch von 
ékologischer Bedeutung. 

In diesem Zusammenhang ist es interessant, dafs bestimmte Mikro- 


organismen ebenfalls die Laccase-Bildung induzieren kénnen (Abb. 4). 
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Wie aus Tab. 6 zu ersehen ist, sind hierzu sowohl einige Pilze als auch 
verschiedene Bakterien befahigt. Die Enzyminduktion erwies sich als um 
abhangig von der Wachstumsbeeinflussung und nur auf bestimmte Arte 
beschrankt. Als Ursachen fiir die Laccase-Bildung kommen nach den bis 
herigen Untersuchungen folgende Moéglichkeiten in Betracht: 1. Duret 
das Wachstum der Mikroorganismen entsteht eine Nahrungsmangelzone 
die die Enzymbildung induziert. 2. Die Mikroorganismen bilden organisch: 
Sauren, von denen besonders die des Citronensaéurecyclus sich als seh! 


Abb. 3 Abb. 4 


Abb. 3. Laccase-Bildung beim Hiniiberwachsen auf ein nihrstoffarmes Medium. 1 a«-Naphthol-Malzl 
Agar (Keine Laccase), 2 gleiches Medium aber ohne Malz 
(Laccase-Ausscheidung beim Hiniiberwachsen des Mycels), 5 Malz-Agar 


Abb. 4, Laccase-Induktion durch Pseudomonas fluorescens. (x-Naphthol-Malz-A gar, Schalenunterseite 


aktiv erwiesen haben. 3. Es werden spezifische Antibiotica ausgeschiedeni 
die ebenso wie die anderen aktiven Hemmstoffe eine Fermentbildung ini 
spezifischer Weise induzieren. Keine der Erklarungsméglichkeiten is 
allein voll befriedigend. Gegen 1. spricht die Tatsache, daB das Induk: 
tionsvermégen auf einige Arten beschrankt ist und andere Arten mic 
hoher Stoffwechselintensitit inaktiv bleiben. Gleiches trifft auch fiir 2! 
zu, wobei hinzukommt, daB bei den Bakterien kaum mit einer so inten 
siven Saurebildung gerechnet werden kann, wie sie fiir eine Induktion 
erforderlich ware. Dagegen spricht manches fiir 3., weil dadurch die art: 
spezifische Aktivitat erklirt wiirde. Im Widerspruch hierzu steht nui 
die ‘Tatsache, daB das Wachstum von C. velutipes durch Bac. vulgatu 
und Bac. mesentericus gefordert wird bei gleichzeitiger Laccase-Induk 
tion. Vermutlich handelt es sich um eine komplexe Wirkung der genann: 
ten sowie noch unbekannter Faktoren. 

In weiteren Versuchen wurde die Wirkung definierter chemischer Stoffe 
auf das Pilzwachstum und die Enzymbildung untersucht. Besonders 
geeignet erschien hierfiir Pentachlorphenol (PCP), das sich als sehr aktiv 
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ur die Induktion erwiesen hatte (Abb. 5). Vor allem kam es darauf an, 
en zeitlichen Verlauf dieses Vorganges und die Zusammenhange zwischen 
nduktion und Wachstumshemmung kennenzulernen. 


Tabelle 6. Wirkung verschiedener Mikroorganismen auf Wachstum 
und Laccase-Induktion bei Collybia velutipes 


Wachstum 


Mikroorganismen Laccase- 
: gehemmt | gefordert UGS) 
Peaculus cereus Fr.et Br... .....:.- 0 0 (+) 
Ipacillus subitlis Cohn... .......'- 0 0 0 
Bacillus mycoides Fligge ..... 0 0 (+) 
Bacillus mesentericus Fligge 0 mya de ge 
Bacillus spec. (vulgatus) 0 ath aes 
Aerobacter aerogenes Beij. ... +. +++ 0 0 0 
Alcaligenes faecalis Cast.et Chal . .... .- 0 0 0 
Escherichia coli Cast. et Chal. : 0 0 0 
Proteus vulgaris Hauser ......- - 0 0 0 
Rhizobium leguminosarum Frank ) 0 0 
Micrococcus pyogenes aureus Zopf. ... + - 0 0 + 
Micrococcus roseus Fligge .....-+-+:+s 0 0 0 
Bacterium prodigiosum Ehrenb.. . . .- - 0 0 0 
Pseudomonas fluorescens Mig... . . + 1) eee 
Pseudomonas spec... . .« + 0 Siegp 
Aspergillus flavus Link ....+-+-+-+- + 0 ++ 
Aspergillus flavescens Wred. .. ++ +++: ++ 0 ++ 
Aspergillus glaucus LL... - + + ++ eee + 0 ++ 
‘Aspergillus ochraceus Wilh...» ss + + + - + 0 0 
Aspergillus oryzae Cohn : (+) 0 0 
Penicillium camemberti Thom. .... . + 0 0 
Penicillium claviforme Bainier . ....- +: ++ 0 0 
Penicillium glaucum Link ...+.+++:+ > + 0 + 
Penicillium griseofuluum Dierck ...-.. - ++ 0 (+) 
Penicillium lutewm Zukal . ...++-+- > + 0 + 
Penicillium notatum Westl. . .. + +++ > 0 0 0 
Penicillium roqueforti Thom .....+..-- ++ 0 (+) 
Penicillium brevicauleSacc.. . . . +--+ ++: (+) 0 ++ 
Penicillium spec. (Luftkeim) .. .. ++ - 0 ++ ot 


Fir diesen Zweck wurden Fliissigkeitskulturen von C. velutipes in 3% iger Malz- 
lésung benutzt. 100 ml Erlenmeyer-Kolben wurden mit je 25 ml Malzlésung be- 
schickt, in iiblicher Weise im Dampftopf sterilisiert und mit einer Mycelaufschwem- 
mung des Pilzes beimpft. Die Kulturen standen in einem thermokonstanten Raum 
bei 25°C und schwacher Beleuchtung. Nach 21 Tagen wurden je Kolben 5 ml Induk- 
tionslésung zugesetzt, die Kontrollen erhielten die gleiche Menge Wasser. Der 
pu-Wert aller zugesetzten Lésungen war vorher auf 4,6 eingestellt worden. Fiir die 
Bestimmung jedes Einzelwertes wurden jeweils 6 Kolben verwendet, die in Ab- 
standen von 3, 6, 9, 12 und 14 Tagen nach der Induktion zur Auswertung kamen. 
Die in den Abb. 6—12 wiedergegebenen Werte sind die Ergebnisse zweier Versuchs- 

‘reihen. Die Feststellung der Trockensubstanz (TS) an Pilzmycel erfolgte nach 
21* 
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Trocknung bei 105°C bis zur Gewichtskonstanz. Die TS ist in mg/Kolben angegeber 
Der pu-Wert der Kulturfiltrate wurde mit der Glaselektrode gemessen. 

Fiir die Messung der Laccase-Aktivitat benutzte ich ein Verfahren in Anlehnun; 
an den BAS-Test fiir Peroxydase (Lyr 1957), das zwar fiir Laccase nicht so exakt 
Werte wie fiir Peroxydase gibt, aber — wie Vergleiche zeigten — der manometri 
schen Methode an Genauigkeit nicht nachsteht und wberdies den Vorteil besitz: 
einen geringeren Zeitaufwand zu erfordern. Die Empfindlichkeit ist bei geringe; 
Fermentkonzentrationen gréBer als bei der manometrischen Methode. Ahnlich ws 
beim BAS-Test werden 1 ml Benzidin (0,02% in Acetat-Puffer von px 4,7 gelésti 
1 ml Ascorbinsaure bekannter Konzentration und 1 ml Enzymlésung (Kulturfiltrat: 
gemischt, die Mischung wird mit reiner 
Sauerstoff durchstrémt. Die Zeit bis zun 
Auftreten des Farbumschlages (Oxydatioy 
der vorgelegten Ascorbinsiuremenge[AS: 
wird mit Stoppuhren bestimmt. 5 Einze: 
werte ergeben einen Mittelwert. ImGeger 
satz zum BAS-Test sind bei Laccase dil 
Umsatzzeiten bei verlangerter Reaktions 
zeit gegeniiber den theoretischen Werte: 
verkiirzt, wodurch eine engere Begrer 
zung des Zeitintervalls fiir die Messuni 
erforderlich ist. Die Reaktionszeiten sol 
ten so gewahlt werden, daB sie zwisches 
60 und 90 sec liegen. Die Ursachen diese 
Phanomens, das bei Fermentpriparate: 
von verschiedener Herkunft und Reiri 

Abb. 5. heitsgrad beobachtet wurde, sind zur Ze: 
Laccase-Induktion durch Pentachlorphenol noch ungeklirt. Die gewahlte Benzidiri 
(a: Nephtbal Maly fare a houpionuntorsctte) konzentration ist an sich fiir vergleichend 
Messungen an verschiedenen Fermentes 
aus reaktionskinetischen Griinden noch zu hoch, erhéht aber die Empfindlichkei: 
des Testes, ohne die Aussagefahigkeit bei vergleichenden Messungen an einen 
Enzym einzuschrinken. Die Aktivititswerte sind in mg umgesetzter AS/sec am 
gegeben und beziehen sich jeweils auf die Aktivitait von 1 ml Kulturfiltrat. 


AaBer der Wirkung des Pentachlorphenols interessierte auch der Ein 
flu des C:N-Verhiltnisses auf die Laccase-Bildung. Deshalb wurder 
neben dem Pentachlorphenol sowohl getrennt als auch gleichzeitig Glu 
cose und Asparagin in abgestuften Konzentrationen zugesetzt. Die zu 
gegebenen Mengen sind in den Texten der Abbildungen als Endkonzen 
trationen in der Kulturfliissigkeit angegeben. 

In den Abb. 6—8 sind zunichst die Wirkungen der Zusatze von Penta: 
chlorphenol allein und in Kombination mit Asparagin dargestellt. Be 
den TS-Kurven fallt auf, daB8 bei allen Pentachlorphenol-Zusiitzen bi 
zu 2+ 10-7 mol eine deutliche und bei héheren Konzentrationen soga: 
starke Abnahme der TS gegeniiber den Kontrollen (gestrichelte Linie) zv 
beobachten ist (Abb.6). Das Maximum der Wirkung liegt bei 2 - 10-4 mo 
bei 9 Tagen. Dieser relativ langsam einsetzende Effekt ist wahrscheinlicl 
durch die langsame Permeation von PCP bei dem pu-Wert von 4,7—5,¢ 
der Kulturfliissigkeit zu erkliren. Worauf die starke Abnahme der Tf 
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beruht, soll noch eingehender untersucht werden. Es kénnte sich um 
eine ,,Entkoppelung” des Stoffwechsels handeln, wofiir manches spricht. 
Durch eingeschrankte Synthesen und vermehrten Abbau miiBte es 


zu einem Substanzverlust 
kommen. In welchem Aus- 
ma bei den angewendeten 
‘Konzentrationen die At- 
mung beeinfluBt wird, wur- 
de noch nicht  gepriift. 
AuBerdem ist auch eine 
Anderung der Permeabilitat 
unter dem GifteinfluB denk- 
bar. 2,4-Dinitrophenol und 
2,6-Dinitro-o-Kresol sowie 
Toluol rufen ebenfalls eine 
sstarke TS-Abnahme hervor, 
wobei Toluol aber keine 
TInduktionswirkung hat. 
Abb. 7 zeigt ebenfalls die 
Wirkung von PCP, jedoch 
bei gleichzeitigem Zusatz 
von Asparagin. Im Prinzip 
ist der Kurvenverlauf gleich, 
aber der Abfall der TS- 
Werte ist weniger stark aus- 
gepragt und die PCP-Ver- 
giftung deutlich gemildert. 
Bei 2 - 10-7 mol PCP liegen 
die TS-Werte sogar tber 
den Kontrollen. Hierfiir gibt 
es unter den gewahlten Ver- 
suchsbedingungen zwei Er- 
klarungsmoglichkeiten. 
Einmal kénnte Asparagin 
den Stoffwechsel vor der 
PCP -Wirkung — schiitzen 
bzw. durch ein erhdhtes 
Stickstoffangebot die Scha- 
digung mindern. Zum an- 
deren Male steigen durch 
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Abb. 6. Wirkung verschiedener Konzentrationen von 
Pentachlorphenol auf die Trockensubstanzbildung. 
PCP-Endkonzentrationen in der Kulturfliissigkeit: 
a 2°10-* mol, b 2-10- mol, ¢ 2:10-*mol, d 2-107? mol; 
Gestrichelte Linie: Kontrolle 
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Abb. 7. Wirkung von POP + Asparagin und Asparagin- 
Zusatz auf die Trockensubstanzbildung o—o—o PCP 
in steigenden Konzentrationen (wie Abb. 6) + 0,8% 
Asparagin. x —x—X Asparagin. 
a 0,8%, 6 0.2%, ¢ 0,05% 


den Asparagin-Zusatz — vermutlich infolge von Desaminierungen — nach 
9 Tagen die px-Werte bis zu pr 7,2 und sogar bis 8,2 an, wodurch die 
Permeabilitat fiir PCP verringert wird. Im Hinblick auf den Eiaflu8 von 
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Asparagin auf die Laccase-Bildung ist aber anzunehmen, da Asparagin 
eine spezifische Wirkung besitzt, zumal die px-Werte erst nach 9 Tager 
ansteigen, eine deutliche Schutzwirkung aber bereits vorher festzusteller 
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Abb. 8. Laccase-Induktion durch PCP und PCP + 
Asparagin-Zusatz. o—o—o PCP (siehe Abb. 6), 
x—x—x PCP (siehe Abb. 6) + 0,2% Asparagin 
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Abb. 9. Wirkung von Glucose und PCP+ Glucose- 
Zusatz auf die Trockensubstanzbildung. 
o—o—o PCP (Konz. wie im Text zu Abb. 6 angegeben) 
+ 0,4% Glucose, x—x—x a 0,8%, b 0,2%, 
ce 0,05% Glucose 


ist. Ein Zusatz von Asparagin 
allein erhéht die TS-Zunahme 
geringfiigig, fiihrt aber zu keii 
net Laccase-Induktion. Im 
Abb. 8 ist der Verlauf der Lae 
case-Ausscheidung unter demi 
EintluB von PCP allein unc 
mit einem Zusatz von Aspara- 
ginangegeben. Auch PCPalleim 
bewirkt bereits eine Laccase- 
Bildung, die nur bei Konzen- 
trationen von 2 - 10-4 mol sehr: 
ausgepragt ist und nach 6 Ta- 
gen ihr Maximum erreicht.; 
Gleichzeitiger Zusatz von As-, 
paragin hingegen fiihrt zu einer 
kraftigen und anhaltenden: 
Enzym-Synthese auch _ bei) 
niedrigeren PCP -Konzentra- 
tionen. Hieraus ist ersichtlich, 
daB Asparagin die Laccase- 
Bildung zwar nicht induzieren, 
aber doch sehr stark fordern 
kann. Méglicherweise sind auch 
andere Aminosauren  hierzu: 
in der Lage, wodurch die Be- 
funde von FAHRAEUS u. LINDE- 
BERG (1953) bestatigt wiirden, 

Die Abb. 9—12 veranschau- 
lichen den EinfluB von Glucose 
auf die TS-Bildung bei gleich- 
zeitigem Zusatz von PCP allein 
und in Kombination mit Aspa- 
ragin. Glucose allein erhéht die 
TS-Bildung mit steigender 
Konzentration (Abb. 9), ver- 
mag aber dendurch PCP verur- 


sachten TS-Abfall nicht zu beeinflussen. Bei gleichzeitiger Anwesenheit 
von Asparagin ist wiederum eine deutliche Abschwachung der PCP-Ver- 
giftung festzustellen, wie sie bereits in Abb. 7 zum Ausdruck kam. Die 


Die Induktion der Laccase-Bildung bei Collybia velutipes Curt. 321 


.Entgiftung ist bei 2-10-> mol PCP nachhaltiger als mit Asparagin 
allein, was man eventuell einer allgemeinen Intensivierung des Stoff- 
wechsels zuschreiben kénnte, da auch die TS-Zunahme bei Glu- 


cose -++ Asparagin-Zusatz 
die héchsten Werte erreicht 
(Abb. 10). 
_ Aufdie Induktion der Lac- 
case-Bildung hat der Glu- 
cose-Zusatz nach Abb. 11 
keinen deutlichen HKinfluf8, 
da der Kurvenverlauf im 
Prinzip der gleiche wie in 
Abb. 8 ist. Nur eine Ab- 
schwachung der Asparagin- 
Wirkung bei hoher PCP- 
Konzentration — erscheint 
moglich. Um diese Wirkung 
zu klaren, wurde in einem 
weiteren Versuch die Glu- 
cose-Konzentration variiert 
(Abb. 12). Dabei zeigt sich, 
da steigende Glucose-Men- 
gen einen leicht depressiven 
EinfluB auf die Laccase- 
TInduktion durch PCP + As- 
paragin austiben, was vom 
9. Tag an deutlich wird. 
Der Glucose-Effekt ist zwar 
gering, in seiner Wirkung 
aber dem Asparagin-Kin- 
fluB entgegengesetzt. 
Weitere Versuche mit 
Fliissigkeitskulturen erga- 
ben, daB sich die in- 
duzierte Laccase-Synthese 
durch 2,4 - Dinitrophenol 
nicht hemmen 1JaBt, son- 
dern da auch 2,4-Dinitro- 
phenol eine Laccase-Induk- 
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Abb. 10. Wirkung von Asparagin -+ Glucose und PCP + 
Asparagin+ Glucose auf die Trockensubstanzbildung. 
o—o—o PCP (siehe Abb. 6) + 0,2% Asparagin + 0,2% 
Glucose. x — x — x 0,8% Asparagin + @0,8%, b0,2%, 
¢ 0,05% Glucose 
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Abb. 11. Lacecase-Induktion durch Zusatz von PCP+ 
0,4% Glucose (o—o—o) und PCP + 0,2% Asparagin 
+ 0,2% Glucose (x—x—x). 
(PCP-Konzentrationen wie bei Abb. 6 angegeben) 


tion bewirkt, die allerdings geringer ist als die durch PCP. Im Platten- 
test hatte sich eine Induktionswirkung durch diese Verbindung nicht 
immer nachweisen lassen, vermutlich weil durch die gute Loslichkeit 
dieser Substanz sehr rasch toxische Konzentrationen erreicht wurden. 
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Auch 2,6-Dinitro-o-kresol gab in Flissigkeitskulturen eine Laccase- 
Bildung, die ebenso wie bei PCP durch Asparagin gefordert wurde: 
Allerdings war der Gesamteffekt geringer. 

Versuche mit synthetischer Nahrlésung fiihrten zu grundsatzlich gleii 
chen Ergebnissen, allerdings waren Mycel- und Enzymausbeute geringer! 


Diskussion 


Wenn auch die vorliegenden Ergebnisse noch nicht ausreichen, um das 
Phinomen der Laccase-Induktion zu erklaren, so ergeben sich doch 
einige Gesichtspunkte, die einer 
Eroérterung wert erscheinen. Be 
oberflachlicher Betrachtung lassem 
die induktionskraftigen Substanzem 
zunichst keine Beziehung unter- 
einander erkennen. Strukturell sind 
sie vollig verschieden, so da® ihre 
Aktivitat nicht aufanalogem struk- 
turellem Aufbau beruhen kann, 
Auch ihre physiologische Bedeu- 
tung ist so verschieden, da8 mit 
einem Angriff an verschiedenem 
Stellen im Stoffwechsel zu rechnem 
ist. Es fallt aber auf, daB unter dem 

0 3 5 3 pz ww aktiven Substanzen Chemikaliem 

Tye mit spezifischer physiologischer 
Abb, 12. Wirkung steigender Glucose-Zusitzeauf Wirkung zahlreich vertreten sind! 
‘s ro ate otes inane eee Mit einigen Ausnahmen lassen sich 
a 0,8%, b 0,2%, ¢ 0,05% Glucose die Verbindungen in folgende Grup- 

pen einordnen: 

1. Hemmstoffe der oxydativen Phosphorylierung (substituierte Phe- 
nole). 

2. SH-Gruppen Gifte (p-Chlor-Mercuribenzoat, Mono-Jodessigsaure 
sowie eventuell Tannin und Oxydationsprodukte von Polyphenolen), 

3. Sduren des Citronensiurecyclus. 

4. Hemmstoffe des Citronensiurecyclus (Malonsiure in geringerer 
Konzentration, aber nicht Fluoressigsiure). 

Diese Zusammenstellung laBt erkennen, daB die Laccase-Synthese ver- 
mutlich mit der Funktion des Citronensiurecyclus zusammenhangt. Es 
ist bekannt, daB zahlreiche Synthesen vom Citronensiéurecyclus ausgeheni 
kénnen. Offenbar bewirkt eine Behinderung der ableitenden Wege des 
Cyclus, wie sie durch SH-Gruppen Gifte oder substituierte Phenole ein- 
treten kann, eine gesteigerte Laccase-Synthese, weil dadurch der Stoff- 
wechsel in andere Bahnen gelenkt wird. Auch die Wirkung der Malon- 
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saure und der substituierten Phenole kénnte so gedeutet werden. Mog- 
licherweise spielt dabei auch die Anreicherung von Intermediarprodukten 
eine Rolle, was die Wirksamkeit der Sauren des Citronensaurecyclus er- 
klaren wiirde. Eine véllige Unterbrechung des Citronensiurecyclus durch 
Fluoressigsaure oder héhere Konzentrationen von Malonsaure fiihrt nicht 
zu einer Knzyminduktion, was die Bedeutung des Cyclus fiir die Synthese 

-unterstreicht. Es ist verstandlich, daB ein so komplexer ProzeB von ver- 

-schiedenen Seiten aus beeinflu8bar ist. Leider ist iiber die Struktur des 
Laccase-Molekiils bisher nichts Sicheres bekannt, so daB man keine An- 
haltspunkte bei Synthesen analoger Verbindungen suchen kann. Eine 
ausfiihrlichere Diskussion ist daher erst nach dem Vorliegen weiterer Er- 
gebnisse sinnvoll. 

Bemerkenswert ist die Wirkung von Pentachlorphenol, tiber dessen 
physiologischen Angriffspunkte bisher wenig bekannt ist, obwohl es eines 
der wichtigsten Holzschutzmittel darstellt. Higucur u. Mitarb. (1953) 
-konnten eine Hemmung der Dehydrierung von Succinat zu Fumarat 

unter dem EinfluB von PCP feststellen. WernBacH u. Novan (1956) 

schreiben dem PCP eine Entkoppelung der oxydativen Phosphorylierung 

zu. Sie konnten unter der Gifteinwirkung eine starke Zunahme der Glyko- 
_lyse in lebenden Schnecken beobachten. 

Diese Befunde stehen in guter Ubereinstimmung mit den eigenen Er- 
gebnissen, die auch fiir eine derartige Wirkung sprechen, da andere als 
Entkoppelungsgifte bekannte Verbindungen sich ebenfalls als induktions- 

_kraftig erwiesen haben. Es liegt hier der merkwiirdige Fall vor, daB eine 
Synthese durch die Hemmung der oxydativen Phosphorylierung gefér- 
dert wird, was der tblichen Auffassung von der .,Kntkoppelung™ des 
Stoffwechsels zu widersprechen scheint. Es ist aber durchaus méog- 
lich, da® ein solcher Fall eintreten kann, wenn besondere Bedingungen 
gegeben sind, unter denen die Anhaufung von Intermediarprodukten 
sicher eine wichtige Rolle spielt. Weitere Untersuchungen sind bereits 
eingeleitet, um die Wirkung von Pentachlorphenol auf den Pilzstoff- 
wechsel eingehender zu studieren. 


Zusammenfassung 


1. Junges Mycel von Collybia velutipes bildet bei normalem Wachstum 
auf geeigneten Nahrmedien keine Laccase. Die Enzymsynthese kann 
jedoch durch die Einwirkung verschiedener Chemikalien, durch be- 
stimmte Mikroorganismen sowie durch Nahrstoffmangel induziert werden. 

2. Es handelt sich um eine echte Induktion und nicht um eine adaptive 
Fermentbildung oder um Freisetzung intracellularer Laccase. 

3. Als besonders induktionskraftig hat sich Pentachlorphenol erwiesen. 
Seine Wirkung in wechselnden Kombinationen mit Asparagin und Glucose 
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auf die Trockensubstanzproduktion und die Laccase-Synthese wurde 
quantitativ verfolgt. 

4. Die Laccase-Bildung laBt sich durch Asparagin nicht induzieren: 
wohl aber nachhaltig fordern, wahrend Glucose eine schwach depresaar 
Wikung auf die Enzym-Ausscheidung hat. 

5. Aus den als induktionswirksam befundenen Substanzen wird aw 
eine Beteiligung des Citronensiurecyclus an der Laccase-Synthese ge: 
schlossen. 


Fiir die umsichtige Hilfe bei der Durchfiihrung der Versuche danke ich beson: 
ders Frl. CoristEL Herre, ebenso Frau Cu. ScHAce fiir die Betreuung der Pilz: 
kulturen. 
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(Aus dem Forstbotanischen Institut der Universitat Freiburg) 


Untersuchungen tiber das Atmungsverhalten von Hefen 
If. Die Bedeutung der Zuckerkonzentration* 


Von 
ErtA GREVE 


Mit 2 Textabbildungen 


(Hingegangen am 9. August 1957) 


Bei unseren Versuchen, den Energiestoffwechsel garender Hefen még- 
lichst nachdriicklich auf Atmung umzuschalten, haben wir in einer vor- 
hergehenden Arbeit (GREVE 1957) die Wirkung von Sauerstoffatmosphare 
analysiert. Bei den Untersuchungen, die in der vorliegenden Verdéffent- 
lichung besprochen werden sollen, handelt es sich darum, unter Aus- 
nutzung der Erfahrungen, die zahlreiche Autoren (MEYERHOF u. Iwa- 
SAKI 1930, GeIGER-HUBER 1935, HOPKINS u. ROBERTS 1935, COMMONER 
1939, ALDouS, FISHER u. STERN 1950, SLonIMSky 1953) mit Medien 
geringer Zuckerkonzentration gemacht haben, die Atmungssteigerungen 
und Garungshemmungen, die in diesem zuckerarmen Medium auftreten, 
im einzelnen zu verfolgen. Dabei interessierten uns vor allem die Reak- 
tionen, die unmittelbar nach einem Wechsel der Zuckerkonzentration 
eintreten. 

In unseren Versuchen haben wir den Gasstoffwechsel der Hefezellen 
nicht, wie dies meist geschieht, in Pufferlésung gemessen, sondern in 
normalem Kulturmedium, um Schadigungen der Hefezellen zu vermei- 
den, die, wie wir in der vorhergehenden Arbeit feststellen konnten, in 
Pufferlésung zweifellos auftreten und die MeBergebnisse ungunstig beein- 
flussen. — In Erginzung zu den Warburg-Messungen haben wir jeweils 
noch den Alkohol- und Zuckergehalt des Mediums bestimmt, um die 
gasvolumetrisch gefundenen Werte fir Fragen des Zuckerstoftwechsels, 
der Atmung und Giarung iiberhaupt auswerten zu kénnen, da von WIN- 
piscu, HAmHN u. HEUMANN (1953) Zweifel an der Auverlassigkeit der 
gasvolumetrisch gefundenen Werte als MaBe fiir Atmung und Garung 
geiiuBert wurden. AuBerdem wollten wir uns mit der Kenntnis der 
Alkohol- und Zuckerkonzentrationen zu verschiedenen Versuchszeiten 
einen besseren Uberblick iiber die wechselnden Bedingungen verschaffen, 
denen die Hefen im Laufe eines Versuchs ausgesetzt waren. 


* Teil einer Dissertation der Naturwissenschaftl.-mathematischen Fakultat der 
Universitat Freiburg/Brsg. Herrn Prof. MarquaRrDT méchte ich fiir die Uber- 
lassung des Themas und die Forderung der Arbeit danken. 

Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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Material und Methode 


Wir verwendeten fiir unsere Versuche den untergirigen Hefestamm Sacchare 
myces cerevisiae var. ellipsoides Yeast Foam. 

Die Zusammensetzung des synthetischen Mediums, in dem wir die Hefe ziich’ 
teten und auch die Warburg-Messungen durchfiihrten, die Herfithrung der Kulturex 
und Ausfiihrung der Warburg-Messungen nach der direkten Methode von WARBUR¢E 
(1923), sowie die Zellzihlung mit der Zihlkammermethode wurde in den Einzelhet 
ten bereits in einer vorhergehenden Arbeit (GREVE 1957) besprochen. Dasselbe gilli 
fiir die Alkoholbestimmungen, die nach der nephelometrischen Methode vor 
BUCHER u. REDETZKY (1951) durchgefiihrt wurden, sowie fiir die Zuckerbestimmun, 
nach der Methode von HAGEDORN u. JENSEN (1923). 

Bei Messungen in Medien verschiedener Zuckerkonzentrationen von 12—0,2°, 
hatten wir festgestellt, daB 0,5°% Glucosegehalt zunichst am giinstigsten fiir unser’ 
Zwecke war. Héhere Konzentrationen ergaben zu geringe Anderungen gegeniibe: 
dem 12°%-Glucose-Medium, das bisher verwendet wurde, geringere Konzentrai 
tionen hatten zu starke Schwankungen der Werte zur Folge. Die Versuche sine 
daher, wenn nicht anders angegeben, mit 0,5°% Glucose durchgefiihrt. Im folgender 
werden wir die Werte, die wir mit den Warburg-Messungen fanden, zuniachst all 
Gasaufnahme- und Gasabgabewerte bezeichnen, bis durch die ergianzenden Alkohok 
und Zuckerbestimmungen geklart ist, ob sie tatsichlich mit Atmung und Garun: 
gleichzusetzen sind. 


Experimenteller Teil 
I. Gasstoffwechselmessungen 
1. Grundversuch 

Wir maBen den Gaswechsel 24 Std. alter Hefekulturen in 12% una 
0,5 % Glucose (Tab. 1). Wie zu erwarten war, ist die Gasaufnahme (O,) 
der Kultur in 0,54 Glucose gegeniiber derjenigen in 12 °% Glucose stark 
herauf- und die Gasabgabe (CO,) herabgesetzt. Allerdings variierten dix 
Werte von Versuch zu Versuch stark. 


Tabelle 1. Gasaufnahme (O,) und Gasabgabe (CO,) von Kulturen mit 12 und 0,5%; 
Glucose in uu l/h/100 000 Zellen. 
(Die extremsten Werte sind in Klammern angegeben) 


| Gasaufnahme Gasabgabe 


12°, Glucose | 0,018 0,636 
0,5% Glucose 0,075 (0,014—0,115) 0,338(0,708—0,075) 


Wir stellten uns nun die Frage, zu welchem Zeitpunkt die Anderungen 
des Gasstoffwechsels stattfanden, ob spontan beim Einbringen der Zeller 
in die niedere Zuckerkonzentration oder erst nach einer Adaptationszeit' 


2. Ubertragung in Medien mit geringerem Zuckergehalt 
a) Ubergang von 12% in 0,5 %, Zuckergehalt 
Spezielle Versuchsanordnung: Von einer 24 Std alten Kultur in 12° Glucose 


wurden die Zellenabzentrifugiert und mit Phosphatpuffer 3mal gewaschen. Von der 
gewaschenen Hefen gaben wir soviel in frisches 0,5°% glucosehaltiges Medium, dal 
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die Suspension etwa 3 Millionen Zellen/ccm enthielt. Diese Suspension wurde 


sofort im Warburg-Apparat gemessen. 


nicht ab. In dieser Zeit wurden die 
Kélbchen nicht geschiittelt und die 
Manometer waren geoffnet. Vor Wie- 
deraufnahme der Messungen wurde 
1/, Std bei gedffneten Manometern ge- 
schiittelt. 


Die Gasaufnahme (Abb. 1) an- 
derte sich wihrend der ersten 
beiden Versuchsstunden nicht. 
Danach setzte eine heftige Stei- 
gerung ein bis nach 5 Std das 
Maximum erreicht war. Die Gas- 
abgabe (Abb. 2) blieb, wie die 
Gasaufnahme, wahrend der ersten 
beiden Stunden unverandert. Da- 
nach fiel sie innerhalb der nich- 
sten zwei Stunden sehr rasch bis 
auf 0 ab. Im wesentlichen war 
die Anderung hier also bereits 
nach 4 Std beendet. Nach diesem 
rapiden Abfall sank die Gasab- 
gabe wiahrend der  nachsten 
Stunden noch ganz wenig ab. 
DaB sie dabei negative Werte 
annahm, ist lediglich eine Folge 
unserer Darstellungsweise und 
wird in der Diskussion zu er- 
klaren sein. 

Der RQ blieb wahrend der 
ersten Versuchsstunden  selbst- 
verstandlich entsprechend der 
sich nicht dndernden Gasauf- 
nahme und Gasabgabe unver- 
jindert und sank von der 2. bis 
zur 5. Std sehr schnell ab. Nach 
etwa 4 Stunden wurde er kleiner 
als 1 und hatte seinen geringsten 
Wert nach 5 tSd mit 0,3 er- 
reicht. 

Um festzustellen, ob dem er- 
sten Umschlag im Energiestoff- 
wechsel woméglich noch weitere 


Von etwa der 10. bis zur 21. Std lasen wir 


0,200 


0,750 
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Abb. 1. Die Gasaufnahme von Saccharomyces 
cerevisiae ,,Yeast Foam‘ bei niederer Zucker- 
konzentration in yl/h/100 000 Zellen. Abszisse: 
Stunden. Ordinate: Gasaufnahme in wl. 
0,5 % Glucose, 1. Versuch. 
————0,5% Glucose, Parallelversuch. 
------ 0,1% Glucose. ........0% Glucose 


0200 
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Abb. 2. Die Gasabgabe von Saccharomyces 
cerevisiae ,,Yeast Foam“ bei niederer Zucker- 
konzentration in l/h/100 000 Zellen. Abszisse: 
Stunden. Ordinate: Gasabgabe in pl. Ubrige 
Bezeichnungen wie in Abb. 1 


22* 
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Anderungen folgen, setzten wir die Messungen bis 23 Std nach Uber 
tragung in 0,5 °% Glucose fort. 

Die Gasaufnahme ging von der 5.—9. oder 10. Versuchs-Std kontinuiex 
lich etwas zuriick, aber bedeutend langsamer als sie zunachst zuge 
nommen hatte. Der Wert, der bei Wiederaufnahme der Messung nac 
23 Std gefunden wurde, lag dann auch nur noch wenig unter dem nac 
10 Std festgestellten und war gegeniiber dem Ausgangswert noch etw 
um das Dreifache erhéht. 

Die Gasabgabe sank nach dem rapiden Abfall wahrend der 2.—4. Sti 
zunachst noch weiter ein klein wenig ab, nahm dann aber wieder etwas zu 
Alle diese Anderungen spielen sich im negativen Kurvenbereich ab uns 
sind gegeniiber den von der 2.—4. Std gemessenen Anderungen ur 
bedeutend. Der RQ stieg wahrend dieser letzten Versuchsstunden voi 
0,3 auf 0,6 an. 

Aus diesen Ergebnissen war wieder nicht klar, ob die Zeitspanne vor 
2 Std, die verging, bis eine Anderung in den Gasstoffwechselwerten eir 
trat, tatsichlich die Adaptationszeit darstellte. Die Méglichkeit, daB ere 
zum Zeitpunkt der Umstimmung die kritische Zuckerkonzentration er 
reicht war, auf die eine spontane Reaktion erfolgte, war wieder nich 
ausgeschlossen. Sie mute in diesem Fall zwischen 0,5 und 0 °% liegen 
Wir stellten daher noch eine weitere Versuchsserie an, in der wir dil 
Hefen aus 12%igem Glucosemedium in Lésungen mit 0,1 und 0% 
Glucose iibertrugen und wieder sofort nach dem Mediumwechsel mit de 
Messung begannen. 


b) Ubergang von 12% in 0% Zuckergehalt 
Spezielle Versuchsanordnung: Die Ubertragung aus 12% in 0,1 oder 0% Glucos 
erfolgte im Prinzip wie im vorhergehenden Versuch. Diesmal wurde nur die Zellzalhi 
beliebig gewahlt, da sie ohne Bedeutung sein muBte, wenn der kritische Zucker 
gehalt von vornherein unterschritten war. AuBerdem wurden die Hefen anstatt mi 
Puffer mit dem Medium, das in der folgenden Messung benutzt wurde, gewascher 
Direkt anschlieBend begannen wieder die Messungen, die wir ittber nur wenig: 
Stunden durchfiihrten, da hier nur das Anfangsverhalten interessierte. j 
Da die Messungen in 0,5°% Glucose, die in den Kurven 0,5 I dargestellt sina 
etwa 1 Jahr friiher vorgenommen wurden als die im folgenden zu besprechendes 
Versuche, nabmen wir als Kontrolle noch einmal die in den Kurven 0,5 II (Abb. . 
und 2) wiedergegebenen Messungen vor. Die Kurven zeigen wieder die 2stiindig 
Verzogerung in der Umstimmung des Gasstoffwechsels. 


Bei den Messungen in 0,1 und 0°% Glucose stellten wir fest, daB dil 
Gasaufnahme sofort nach Ubertragung in das Medium niederen Zucken 
gehalts stark zunahm (Abb. 1) und die Gasabgabe in entsprechende 
Reaktion spontan abnahm (Abb. 2). Die Verzégerungen, die wir in 0,5 yi 
Glucose beobachtet hatten, traten nicht auf. Daraus mufBten wir schlie 
Ben, da Gasabgabe und Gasaufnahme gleichermafen spontan auf dei 
niederen Zuckergehalt eingestellt werden. 
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Verhielten sich die Hefen in 0,1 und 0% Glucose in bezug auf den 
Zeitpunkt der Stoffwechselumstellung gleich, so unterschieden sie sich 
jedoch insofern voneinander, als die Reaktionen in 0,1 % Glucose stiarker 
waren als im glucosefreien Medium, d.h. die Gasaufnahme stieg auf 
einen héheren Wert an und die Gasabgabe sank stiirker ab. Hine Deu- 
tung dieses Befundes werden wir in der Diskussion geben. 


3. Ubertragung von niederem in héheren Zuckergehalt 
Wir wollten nun unsere bisherigen Ergebnisse woméglich noch durch 
die umgekehrte Versuchsfiihrung bestatigen, indem wir die Hefen aus 
Medium mit niederem Zuckergehalt in solches mit héherem Zuckergehalt 
iibertrugen und die Messungen wieder sofort durchfiihrten. 


Spezielle Versuchsanordnung: Der Ansatz des Versuchs erfolgte wieder in 0,5% 
Glucose mit Hefen, die bis zum Versuchsbeginn 24 Std in 12% Glucose gewachsen 
waren. Dann setzte sofort die Messung ein. In die Seitenbirnen der ReaktionsgefaBe 
gaben wir aber 0,5 cem 15%ige Glucose-Lésung, die nach Umstellung der Kultur 
auf niederen Zuckergehalt d.h. 3—4 Std nach MeSbeginn in den Hauptraum ein- 
gekippt wurden. In dem so entstandenen Medium von 3% Glucosegehalt setzten 
wir die Messung ohne Unterbrechung fort, allerdings nur tiber 2—3 Std, da nach 
dieser Zeit die starke Gasabgabe eine Messung unméglich machte. 

Wie uns unsere Erfahrungen lehrten, muBten im Verlauf der Messung also zu- 
nachst die Werte auftreten, die normalerweise in Medien hohen Zuckergehalts 
gefunden werden, und danach die Umstellung auf niederen Zuckergehalt einsetzen. 

Die Absicht, die wir mit dieser Versuchsanordnung verfolgten, war, 
das Gasstoffwechselverhalten einer bestimmten Kultur zunachst im 
Medium hohen Zuckergehalts zu messen (die beiden ersten Stunden in 
0,5% Glucose), dann bei derselben Kultur, nachdem sie sich auf den 
niederen Zuckergehalt eingestellt hatte, die entsprechenden Werte zu 
erfassen und schlieBlich bei ununterbrochener Fortfiihrung der Messung 
wieder in hohen Zuckergehalt zuriickzugehen, so da wir nicht nur ein- 
fach die Anderung im Gasstoffwechselverhalten beim Ubergang von nie- 
derer zu hoher Zuckerkonzentration feststellten, sondern auch noch die 
Werte in hohem Zuckergehalt vom Beginn der Messung in direkter Kon- 


trolle zur Verfiigung hatten. 


Tabelle 2. Gasaufnahme und Gasabgabe bet Riicksetzung in Medien hoheren 
Zuckergehalts in yu 1/h/100 000 Zellen. (Extremste Werte in Klammern) 


Gasaufnahme | Gasabgabe 
Beginn 0,5% Glucose 0,022 (0,008—0,049) | 0,599 (0,851 —0,190) 
Ende 0,5% Glucose 0,150 (0,013 —0,286) 0,140 (0,235—0,012) 
1/, Std 3% Glucose 0,105 (0,013 —0,195) 0,507 (0,820 —0,334) 
2—3 Std 3% Glucose 0,100 (0,013—0,125) 0,533 (0,697 —0,504) 


Jn Tab. 2 haben wir die Werte wiedergegeben, die zu Beginn und zu Ende der 
Messung im 0,5°%-Glucose-Medium gefunden wurden und weiterhin diejenigen, die 
wahrend der ersten 1/, Std und nach 2—3 Std im 3%-Glucose-Medium auftraten. 
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Die Werte sind aus mehreren Versuchen gemittelt. Sie zeigen erhebliche Schwan- 
kungen, die sich z. T. daraus erklaren, daB der Umschlagpunkt zu starker Gasauf- 
nahme und schwacher Gasabgabe wahrend des Versuchs nur nach dem Augen- 
schein zu bestimmen ist, so da& der Zuckerzusatz nicht jedesmal exakt im gleichen 
Stadium erfolgte. 

Die Gasabgabe steigt also wahrend der ersten 1/, Std in 3% Glucose: 
spontan an, bis sie ungefahr den gleichen Wert wie zu Beginn der Mes-. 
sung erreicht, der also dem normalen Verhalten bei hohem Zuckergehalt: 
entspricht. Sie reagiert demnach auf Ubertragung in héheren Zucker-. 
gehalt genau entsprechend wie beim umgekehrten Wechsel. 

Die Gasaufnahme sinkt im Gegensatz dazu nicht wieder auf den Wert! 
ab, den sie vorher bei h6herem Zuckergehalt zeigte. Sie wird zwar schwa-. 
cher, halt sich aber wahrend der ganzen weiteren Versuchsdauer, also: 
wahrend 2—3 Std, auf einem bedeutend erhdhten Wert, so daB diese: 
Anderung im Vergleich zu derjenigen der Gasabgabe nur sehr gering ist. 

Die Gasaufnahme wird also nicht spontan wieder auf den erhdhten: 
Zuckergehalt eingestellt. Demnach liegt hier offenbar ein Adaptations-. 
vorgang oder — besser gesagt — ein Deadaptationsvorgang zu Grunde.. 
Dieser Unterschied, den die Gasaufnahme in der Reaktion auf den Kon-.- 
zentrationswechsel in der einen und in der anderen Richtung zeigt, istt 
zunachst erstaunlich, und zwar um so mehr, nachdem wir bereits fest-- 
gestellt haben, daB die Gasabgabe auf den Wechsel in beiden Richtungen: 
spontan reagiert. Wir werden eine mégliche Erklairung in der Diskussion: 
erortern. 


II Alkohol- und Zuckerbestimmungen 


Spezielle Versuchsanordnung: Die Alkohol- und Zuckerbestimmungen wurden: 
an 24 Std alten 0,5°%-Glucose-Kulturen (Grundversuch) und an frisch in 0,5% , 
Glucose eingebrachten Kulturen zu Beginn, nach 3—4 Std und zu Ende der Mes- - 
sungen vorgenommen, und zwar beide Bestimmungen an den gleichen Medium- - 
proben. Der jeweilige Alkohol- oder Zuckergehalt wurde einerseits in Prozentt 
berechnet, andererseits die Entstehung von Alkohol bzw. der Verbrauch von Zucker t 
in m Mol umgerechnet, um auf Vergleichswerte zu den Gasmessungen zu kommen. . 


1. Erginzungen zur Messung des Kohlenhydratstoffwechsels 

Zunichst fiihrten wir Alkohol- und Zuckerbestimmungen mit der 
24 Std alten 0,5°%-Glucose-Kultur durch. Dabei ergab sich das Ver-- 
haltnis Zucker: Alkohol=1:1,8, das mit dem theoretisch bei alkoholischer | 
Girung zu erwartenden Verhiltnis von 1:2 sehr gut iibereinstimmt. Die: 
Gasabgabe-Werte iiber diese Zeit zu berechnen und zu Zuckerverbrauch | 
und Alkoholbildung in Beziehung zu setzen, war uns leider nicht méglich, . 
da die Gasabgabe wihrend der 24 MeBstunden durch die schnelle Zell-- 
vermehrung zu stark wurde. Andererseits konnten die Gasabgabewerte: 
auch nicht interpoliert werden wegen der grofen Anderungen, die sie: 
im Bereich der kritischen Zuckerkonzentration erfuhren. 
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Bei den Kulturen, die frisch in 0,5°% Glucose eingebracht wurden, 
betrug das Verhiltnis Gasabgabe: Alkoholbildung : Zuckerverbrauch bis 
zur 3. oder 4. Std 1,6:1,6:1 und stimmt wieder ziemlich gut mit dem 
theoretischen Verhiiltnis 2 : 2 : 1 tberein. Inwieweit sich ein etwas erhéhter 
Zuckerverbrauch (nimlich 1 statt theoretisch 0,8), der ja andeutungs- 
weise auch beim ersten Versuch festzustellen war, tatsichlich sichern 
1aBt, ist nicht ganz klar. Die prinzipielle Méglichkeit eines erhéhten 
Zuckerverbrauchs wird in der Diskussion zu besprechen sein. 


2. Anderungen der Alkohol- und Zuckerkonzentrationen 


Nachdem wir im vorhergehenden Abschnitt den Verbrauch von Zucker 
und die Neubildung von Alkohol in absoluten Werten berechnet haben, 
wollen wir nun noch die wechselnden Konzentrationen von Alkohol und 
Zucker im Medium betrachten, wie sie sich im Laufe der 23stiindigen 
Messung in 0,5 °% Glucose ergaben, da uns die Kenntnis dieser speziellen 
auBeren Faktoren woméglich fir die Erklarung einiger zunichst nicht 
verstandlicher Reaktionsweisen der Kulturen dienen kann. 

Der Aikoholgehalt der frisch in 0,59 Glucose gebrachten Kulturen 
stieg wahrend der ersten 4 Std von 0% auf 1,77 % im Mittel an. Danach 
sank er bis zur 23. Std wieder bis 1,31°% ab, eine sehr auffallende Er- 
scheinung, auf die wir in der Diskussion zu sprechen kommen werden. 

Der Zuckergehalt des Mediums sank von MeBbeginn bis zur 4. Ver- 
suchsstunde von 0,5 auf 0,05°% ab. Wahrend der folgenden 19 Std an- 
derte sich der Zuckergehalt dann kaum noch. Der Endwert betrug 
0,02 %. Ein gewisses Minimum im Zuckergehalt scheint demnach nicht 
unterschritten zu werden. 


Diskussion 


Bevor wir an eine Interpretation unseres Gesamtergebnisses gehen 
k6nnen, miissen wir uns dariiber klar werden, in welcher Beziehung die 
von uns gemessenen Gasstoffwechselwerte und der daraus berechnete 
RQ zu Atmung und Garung stehen. 


Der respiratorische Quotient 


Wir hatten gesehen, daB der RQ, der normalerweise bei dem stark 
garenden Hefestamm Saccharomyces cerevisiae “Yeast Foam‘, mit dem 
wir die Versuche durchfiihrten, um 20 betragt, bei den Messungen in 
0,5 % Glucose unter 1 sank, und zwar zunachst bis 0,3. Diesen letzten 
Wert maBen auch MEYERHOF (1925) und SLoNIMsKY (1949). Nach MEYER- 
HOF errechnet er sich, wenn man eine Veratmung von Alkohol an- 
nimmt, der eine Resynthese zu Zucker vorausgeht. Da wir sahen, daB 
nach der 3.—4. Std tatsachlich Alkohol aus unserem Medium verschwin- 
det, der RQ von 0,3 sich aber etwa zur 5.—6. Std einstellt, kann wohl 
kaum ein Zweifel bestehen, daB wir es in unserem Versuch wenigstens 
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zeitweise mit Alkoholveratmung nach Resynthese zu Zucker zu tun 
haben. Diese Annahme wird noch dadurch gestiitzt, daB auch aus Ar- 
beiten von SPERBER u. RUNNSTROM (1938), RUNNSTROM, BRANDT u. 
MAREUSE (1940) sowie PICKET u. CLIFTON (1943) bekannt ist, daB Alkohol 
in Abwesenheit von Zucker veratmet wird. Allerdings sagen diese Au- 
toren nichts iiber die Art des Atmungsprozesses aus. 

Eine weitere Frage bleibt noch, wie der Wiederanstieg des RQ auf 0,6 
zu erklaren ist. Er entspricht etwa dem Wert von 0,66, der theoretisch 
zu erwarten wire, wenn Alkohol direkt ohne vorherige Resynthese zu 
Zucker veratmet wiirde. Wie der Wert bei uns zu verstehen ist, konnten 
wir nicht endgiiltig klaren. Es bestehen drei Méglichkeiten, die alle dann 
in Aktion treten miBten, wenn ein Minimum im Alkoholgehalt des 
Mediums unterschritten ist. 

1. Der restliche Alkohol wird direkt veratmet, ohne erst zu Zucker 
resynthetisiert zu werden. 2. Die Alkoholveratmung geht in der bis- 
herigen Weise unter Resynthese zu Zucker weiter. Gleichzeitig setzt aber 
schon die endogene Veratmung von Reservekohlehydraten ein, die den 
RQ = 1 hat. Der von uns gemessene RQ wiirde in diesem Fall einen: 
Mittelwert darstellen. 3. Es liegt bereits eine Veratmung von Fett oder 
Eiwei8 vor. Diese Méglichkeit ist allerdings recht unwahrscheinlich, da 
anzunehmen ist, daB zu MeBende noch Kohlenhydratreserven in den 
Zellen vorhanden sind und da auBerdem der RQ zu niedrig ist. Er kénnte 
héchstens wieder einen Mittelwert mit dem RQ von 0,3 darstellen. 


Gasabgabe und Girung 

Da wir in den beiden Versuchsserien, in denen wir neben den Gasstoff- 
wechselwerten die Alkohol- und Zuckerbildung bestimmt haben, eine 
gute Ubereinstimmung im Verhaltnis Alkohol: Zucker: Gasabgabe mit 
dem bei alkoholischer Garung theoretisch zu erwartenden Verhaltnis 
festgestellt hatten, diirfen wir jetzt den SchluB ziehen, daB es sich bei den 
beobachteten Gasabgabewerten tatsichlich lediglich um die abgegebenen 
Garungs-Kohlendioxydmengen handelt. Dieser Schlu8 wird auch dureh 
den geringen Mehrverbrauch von Zucker, den wir beobachteten, nicht 
beeintrachtigt, da einerseits fiir Synthesezwecke zusitzlich Zucker ver- 
braucht wird und andererseits — wie wir in der vorhergehenden Arbeit 
ausfiihrlicher besprochen haben — immer zunachst ein Zuckerschwund 
beobachtet wird, wenn Hefen in frisches Nahrmedium gebracht werden. 
Damit erklirt sich auch, da der beobachtete Mehrverbrauch nach 
3—4 Std relativ gréBer war als nach 24 Std. Insgesamt ergibt sich aus 
diesen Uberlegungen also, da die Ubereinstimmung zwischen Gasab- 
gabewerten und Alkoholbildung so gut ist, daB wir keinen nennenswerten 
Fehler begehen kénnen, wenn wir die Gasabgabe mit der Kohlendioxyd- 
bildung durch Garung gleichsetzen. Sollte doch ein geringer Fehler vor- 
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liegen, fallt er jedenfalls gegentiber den groBen Anderungen der Gas- 
abgabe oder — wie wir jetzt sagen kénnen, der Garung — nicht ins 
Gewicht. 

Jetzt bleiben noch die Werte zu besprechen, die wir bei den Messungen 
in 0,5°% Glucose im negativen Kurvenbereich (Abb. 2), d. h. nach Be- 
endigung der Garung, ermittelten. Wir erwahnten bereits, daB sie sich 
lediglich aus unserer besonderen Darstellungsweise ergeben. Es lag uns 
daran, die Atmungs- und Garungswerte getrennt zu erfassen. Deshalb 
korrigierten wir die Gasabgabewerte nicht fiir den Anteil, der durch 
die Gasaufnahme verdeckt wurde, denn wir muften annehmen, daB es 
gerade der Anteil der Gasabgabe war, der der CO,-Abgabe durch die 
Atmung entsprach, da der RQ fiir die Atmung = I sein sollte. Im Augen- 
blick, in dem die Garung aufhérte und zur Atmung noch der zusitzliche 
Sauerstoffverbrauch durch die Alkohol-Resynthese zu Zucker kam, der 
RQ also kleiner als 1 wurde, muBten bei unserer Darstellungsweise nega- 
tive Werte auftreten. DaB die Gasabgabe nicht tatsachlich negativ sein 
kann, ist selbstverstandlich, und wir k6nnen annehmen, daB die Gas- 
abgabe durch Garung mit aller Wahrscheinlichkeit den Wert 0 hat. 


Gasaufnahme und Atmung 

Im Gegensatz zu den Verhaltnissen bei der Gasabgabe kénnen wir 
die Werte der Gasaufnahme nicht ohne weiteres als der Atmung ent- 
sprechend sichern. In den Zeiten der lebhaften Garung, wahrend derer 
wir unsere erhaltenen Werte mit Hilfe von Alkoholbestimmungen tber- 
prifen konnten, war die Atmung so gering, daB die Werte innerhalb des 
Fehlerbereichs der Alkoholbestimmungen lagen. Dazu kommt noch der 
Einwand von WinpiscH, HAEHN u. HEUMANN (1953), wonach speziell 
im vermehrungsfahigen Zustand der Hefen eine Fehlerquelle bei der 
Atmungsmessung auftreten soll. Wir haben aber bereits in der vorher- 
gehenden Arbeit festgestellt, daB wir eine Erhohung des Sauerstoff- 
verbrauchs, die nicht auf Atmung, sondern auf Synthesevorgangen be- 
ruht, auch bei Kulturen, die sich vermehrten, nicht erkennen konnten. 
Daraus hatten wir geschlossen, daB wir auch die Gasaufnahmewerte als 
der Atmung entsprechend ansehen diirfen. Im ganzen gesehen scheint im 
Bereich der hohen Zuckerkonzentrationen, die den Verhaltnissen in den 
Versuchen der ersten Arbeit entsprechen, die Ubertragung dieser SchluB- 
folgerung auf die Messungen der vorliegenden Arbeit erlaubt zu sein. 

Wie es im Bereich der niederen Zuckerkonzentrationen mit dem Ver- 
haltnis von Gasabgabe zu Atmung aussieht, ist daneben weit schwerer 
gu entscheiden. Die Frage lautet hier vor allem: beruht das Ansteigen 
der Gasaufnahme bei geringer Zuckerkonzentration tatsachlich auf einer 
Atmungssteigerung oder welche anderen Prozesse konnen zu einer er- 
héhten Gasaufnahme fihren? 
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Wir hatten bei der Besprechung des RQ festgestellt, daB nach Ver- 
brauch des Zuckers offenbar Alkohol zu Zucker resynthetisiert wird! 
Dieser Vorgang verbraucht aber Sauerstoff, was sich in dem niederen 
RQ ausdriickt. So wire es also denkbar, daf die erhéhte Gasaufnahme 
sich aus dem Sauerstoffverbrauch zum Zwecke einer Zuckerresynthese 
herleitete, waihrend die Atmung unverandert bliebe. Wenn wir uns aber 
die Kurven fiir Gasabgabe und Gasaufnahme in 0,5° Glucose noch 
einmal unter diesem Gesichtspunkt betrachten, sehen wir, daB die Gas- 
aufnahme in ihrem Maximum, d. h. zu der Zeit, zu der wir den RQ von 
0,3 und damit den Synthesevorgang feststellten, gerade um so viel tiber 
dem Endwert der Gasaufnahme nach 23 Std liegt, wie die Gasabgabe 
in ihrem Minimum unter 0 sinkt. Da wir aber gesehen haben, daB die 
negativen Kurvenwerte fiir die Gasabgabe nur dadurch zustande kom- 
men, daB wir die Gasaufnahmewerte nicht addiert haben, heiBt das, dak 
der Teil der Kurven, in dem sie unter 0 sinken bzw. tiber den Endwert 
steigen, als nicht der Sauerstoffaufnahme zur Atmung entsprechend 
angesehen werden muB. Aber auch wenn wir diesen Wert von der ge- 
messenen Gasaufnahme abziehen, bleibt noch eine gesteigerte Atmung 
erhalten, die sich etwa in der Héhe des Endwertes halt, d.h. noch 3mal 
so groB ist, wie die Atmung zu Beginn des Versuches war. Selbst wenn 
wir aber an diesem Endwert noch Zweifel haben, weil wir auch zu MeB- 
schluB noch negative Gasabgabewerte beobachteten, entsprechend dem 
RQ von 0,6, den wir nicht sicher zu erkliren vermochten, kénnen wir 
auch diesen Wert der negativen Gasabgabe noch von der Gasaufnahme 
abziehen. Trotzdem bleibt die Gasaufnahme noch um das Doppelte 
gegentiber dem Ausgangswert erhéht, und fiir diese Steigerung kann 
dann schlieBlich nur noch die Atmung verantwortlich sein. 

Noch eine andere Beobachtung unserer Versuche lit deutlich erken- 
nen, daB die Atmung bei niederer Zuckerkonzentration erhéht ist. Das 
ist die Fortdauer der erhéhten Gasaufnahme, nachdem dem Medium 
erneut Zucker zugesetzt wird. Die Alkoholveratmung, einerlei ob mit 
oder ohne Resynthese, miiBte in diesem Augenblick aufhéren, wie aus 
Beobachtungen von SPERBER u. RUNNSTROM (1938), RUNNSTROM. 
BRANDT u. MAREUSE (1940) sowie PICKET u. CLIFTON (1943) zu schlieBen 
ist. Diese Autoren fiihrten aus, daB Alkohol nur veratmet wird, solange 
das Medium keinen Zucker enthilt. Daf die Gasaufnahme auch nach 
Zuckerzusatz noch deutlich gegeniiber der Kontrolle erhéht bleibt. 
diirfte also als ein weiteres Zeichen dafiir angesehen werden, daf die 
gesteigerte Gasaufnahme Ausdruck einer Atmungssteigerung ist. Wie 
weit wir nach diesen Uberlegungen die Gasaufnahmewerte in den ein: 
zelnen Versuchsphasen als der Atmung entsprechend ansehen kénnen 
werden wir im folgenden Abschnitt an den entsprechenden Steller 
erortern, 


Untersuchungen iiber das Atmungsverhalten von Hefen 335 


Reaktion von Atmung und Gérung 
auf Wechsel der Zuckerkonzentration 

Nachdem wir uns soweit Klarheit iiber die Beziehung zwischen den 
gemessenen Gasstoffwechselwerten und Atmung und Girung verschafft 
haben, bleibt nun noch zu besprechen, was die beobachteten Atmungs- 
und Garungsanderungen bedeuten. 

Obwohl bereits seit langem bekannt ist, daB der Zuckergehalt des Nahr- 

mediums Atmung und Garung stark beeinflut, sind die physiologischen 
Vorginge, die sich dabei abspielen, noch nicht aufgeklirt. Unsere Be- 
funde koénnen zur Lésung dieses Problems einige Beitrige liefern. Wir 
hatten gesehen, da die Gasabgabe bei Uberfiihrung der Hefen in Me- 
dien héheren oder niederen Zuckergehalts immer spontan geindert 
wird. Da wir andererseits festgestellt haben, da die Gasabgabe der 
Garung entspricht, kénnen wir also aussagen, da die Garung spontan 
auf den jeweiligen Zuckergehalt eingestellt wird. 
_ Anders liegen die Verhaltnisse fiir die Atmung. Bei der Messung der 
Gasaufnahme hatten wir beobachtet, daB auf den Ubergang in niedere 
Zuckerkonzentration eine spontane Steigerung der Gasaufnahme er- 
folgte. Da wir sahen, daB die Gasaufnahme sich in den ersten Stunden 
nach Verbrauch des Zuckers aus Sauerstoffverbrauch fiir Atmung und 
fiir Resynthese des Alkohols zu Zucker zusammensetzt, ist leider nicht 
zu entscheiden, ob hier auch eine spontane Atmungssteigerung infolge 
der verinderten Zuckerkonzentration vorliegt oder ob der Anstieg zu- 
nachst nur von dem Synthesesauerstoff bewirkt wird. 

Sicher ist dagegen die Aussage, die wir itber das Atmungsverhalten 
beim Ubergang von niederem in hohen Zuckergehalt machen kénnen. 
Wir hatten gesehen, daB die Gasaufnahme in dieser Versuchsphase mit 
groBter Wahrscheinlichkeit lediglich auf Sauerstoffverbrauch zur At- 
mung beruht. Die Gasaufnahme hatte sich aber bei Ubertragung der 
Hefen von niederem in hoheren Zuckergehalt nur sehr gering geandert 
und sich nicht auf die Werte, die gewéhnlich bei hohen Zuckerkonzen- 
trationen beobachtet werden, eingestellt. Daraus diirfen wir schlieBen, 
daB der Atmung mindestens beim Wechsel der Bedingungen in dieser 
Richtung ein adaptiver Vorgang zugrunde liegt. 

Welche Erklarung gibt es nun fiir diese Erscheinung, durch die sich 
das Atmungsverhalten klar vom Gérungsverhalten unterscheidet, von 
der wir nur leider nicht wissen, ob sie sich beim Konzentrationswechsel 
in beiden Richtungen gleichmaBig abspielt ? 

Die folgende Hypothese kénnte die beobachteten Vorginge deuten: 
Beim Aussetzen der Garung tritt ein atmungssteigerndes System in 
Aktion, etwa in dem Sinne, da8 nur bei Abwesenheit der Garung ein 
solcher physiologischer Zustand in der Zelle geschaffen wird, daB At- 
mungsenzyme oder eine andere zur Atmung notwendige Substanz in 
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gréBerer Menge gebildet oder in aktiven Zustand versetzt werden kén- 
nen. Bei Wiedereinsetzen der Gairung wire das Atmungsenzym dann 
einmal vorhanden und bliebe weiter wirksam. Fir diese Erklarung 
spricht vor allem die Beobachtung SLONIMSKYs (1955), daB eine Art 
Konkurrenz um Phosphate oder EiweiB zwischen Atmung und Garung 
zu bestehen scheint, bei der offenbar die Gairung der Atmung tiberlegen 
ist. Unter dieser Voraussetzung kénnte man daher in unseren Versuchen 
annehmen, daB die Atmungsenzyme, nachdem sie einmal gebildet sind, 
auch weiter tatig bleiben und die Atmung auch durch die wiederein- 
setzende Garung nicht mehr beeintrachtigt wird. Nach dieser Theorie 
miBte die Atmung allerdings infolge der Zellvermehrung, der eine ent- 
sprechende Neubildung der kritischen Substanz nicht mehr parallel 
geht, allmahlich wieder nachlassen. Leider konnten wir in unseren Ver- 
suchen wegen der zu starken Giarungssteigerung nicht langer verfolgen, 
ob das tatsachlich der Fall ist. In der Zeit, die uns zur Beobachtung zur 
Verfiigung stand, machte sich immerhin eine sinkende Tendenz der 
Atmungsintensitét bemerkbar. 


Zusammenfassung 


1. Die bekannte Tatsache, daB geringer Zuckergehalt des Nahrmediums 
eine verstirkte Atmung und verminderte Giarung von Hefezellen zur 
Folge hat, wurde an Saccharomyces cerevisiae var. ellips. Yeast Foant 
bestitigt. 

2. Nach Verbrauch des Zuckers wurde eine Alkoholveratmung beob- 
achtet, der mit groBer Wahrscheinlichkeit eine Resynthese zu Zucker 
vorausgeht. 

3. Die Umstellung der Girung setzte sowohl bei Ubertragung in eini 
Medium geringerer Zuckerkonzentration als auch in eines mit hdherer 
Zuckerkonzentration spontan ein. 

4. Fiir die Atmung war beim Ubergang von héherem in niederen 
Zuckergehalt nicht zu sichern, ob eine spontane oder adaptive Reaktion 
erfolgte. Bei Ubertragung in héhere Zuckerkonzentration dnderte sich 
die Atmung nicht spontan. 

5. Die Méglichkeit wird erértert, daf die Atmungssteigerung auftritt: 
wenn mit dem Nachlassen der Girung die Konkurrenz um eine kritische 
Substanz aufgehoben ist, und Atmungsenzyme gebildet oder aktiviert 
werden kénnen. 
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(Istituto di Microbiologia Agraria e Tecnica deila Universita di Perugia, Italia) 
Neue Hefen, isoliert aus Boden Spaniens 
II: Torulaspora franciscae nov. spec. 
Von 
A. CAPRIOTTI 
Mit 4 Textabbildungen 
(Eingegangen am 24. Juli 1957) 


Im Oktober 1955 (CApriorri 1957 a) konnten wir bei der Untersuchung; 
von 8 Erdproben Spaniens 12 verschiedene Hefearten isolieren, von 
denen 4 als neue Arten betrachtet werden muften. Es waren dies 
Schwanniomyces castellii nov. spec., welche ich bereits beschrieben habe 
(CaPRIOTTI 1957 b); ferner um 2 Arten von Zygosaccharomyces, die ichi 
in einer nachsten Veréffentlichung zusammen mit zwei anderen Formen 
von Zygosaccharomyces, isoliert aus italienischen Béden (CAPRIOTTE 
1955 a), behandeln werde, und um eine Form der Gattung Torulaspora, 
die in dieser Veréffentlichung ausfiihrlich behandelt werden soll. Fiir sie 
schlage ich den Namen Torulaspora franciscae nov. spec. vor. 

Herkunft der Stimme: 13 Stémme wurden aus einer Bodenprobe von 


Tambleque, Provinz Toledo, Spanien, isoliert. Dieser Boden wird mit Wein bebaut, 
ist braun, locker-sandig, hat einen py-Wert von 7,2—7,4 und enthalt 32% CaCOs. 


Untersuchungstechnik: Die Untersuchungstechnik stimmt iiberein mit der 
von STELLING-DEKKER (1931) und der von LODDER u. KREGER VAN RiJ (1952), 
ausgenommen die Zuckerassimilationsproben. Fiir diese wurde auf gekochtem und 
gewaschenem Agar kultiviert (CAPRIOTTI 1955a, 1955b). 


Beschreibung der Eigenheiten der Torulaspora franciseae noy. spec. 
5S = 


Wachstum auf Malzabsud und Traubenmost: Nach 3 Tagen bei 25° C: 
kugelférmige Zellen, rund oder leicht oval bis zu 3—8 yw, isoliert, Ofters aber auch 
vereint zu Gruppen und zahlreiche Knospen bildend. . 

Die Zellen zeigen im Inneren einen im allgemeinen exzentrischen Kern, der bis 
zu 4,2 4 im Durchmesser erreichen kann. Um die Mutterzelle herum lassen sich oft 
Knospen verschiedener GréBe beobachten, immer aber viele kleinere Knospen. 


Gairung und Niederschlag: In Alteren Kulturen lassen sich Zellen beob- 
achten, die 1—2—3 fiir Torulaspora rosei typische Fortsatze haben. Nach einem 
Monat klare Fliissigkeit, Niederschlag und Spuren eines unkompletten Ringes. 

Wachstum auf Traubenmost: Nach 3 Tagen bei 25° C kugelférmige Zellen 
von 3—7 «4, einzeln oder zu Gruppen vereint. 


Wachstum auf Wiirze-Agar: Nach 3 Tagen bei 25°C kugelférmige oder 
leicht ovale Zellen, einzeln, zu zweien oder auch zu Gruppen von 3—7,5 u, die viele 
Knospen treiben. — Strichkultur: weiBlich, wachsern, reichlich, leuchtend, platt 
und glatt; alte Kulturen neigen dazu, eine leichte Ockerfarbung anzunehmen. 
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Die Zellen treiben 1—2 Auswiichse (Abb. 1), die mit der Zeit an ihrem auBersten 
Ende eine, zwei oder auch drei Knospen treiben (Abb. 2); die Knospen liegen ent- 
lang der Achse des Fortsatzes oder aber auch seitlich davon. Die Knospen sind im 
allgemeinen viel kleiner als die Mutterzelle; manchmal jedoch, wenn es sich nur um 
eine Knospe handelt, kann diese derartig wachsen, daB sie fast die GréBe der 
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Abb. 1. Torulaspora franciscae nov. spec. (VergréBert 600 fach). 
Wiirze-Agar-Kultur mit Protuberanzen 


70 rs eed) 
é? ‘ 


GG he oa 


Abb. 2. Torulaspora franciscae noy. spec. (VergroBert 600 fach). 
Wiirze-Agar-Kultur, Protuberanzen mit Knospen 


Mutterzelle erreicht. In diesem Falle hat es den Anschein, als ob eine wahre Kopu- 
lation vorlage, die sich aber nicht nachweisen laBt; die Knospe bleibt gut erkennbar 
und es lassen sich keinerlei Unterbrechungen auf ihrer Membran nachweisen. 
Wachstum auf Kartoffel-Agar: Nach3 Tagen bei 25° C, runde bis ovale 
Zellen von derselben GroBe wie auf Wiirze-Agar. — Strichkultur wie auf Wiirze- 


Agar. 
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Wachstum auf Karotten-Agar: Nach 3 Tagen bei 25° C Einzelzellen und 
Zellen zu zweien, knospentreibend, vorwiegend rund von (3—6) X (3,5—7,2) mu. 
Vorhandensein runder Zellen, die bis zu 8 4 Durchmesser erreichen kénnen und 
1—2—3 Auswiichse treiben. — Strichkultur weiBlich, etwas schleimig, glatt, leuch- 
tend, und ziemlich reichlich. 

Wachstum auf Bohnen-Agar: Nach 3 Tagen bei 25° C rundliche oder leicht 
elliptische Zellen von (2,5—5) x (2,6—5,2) 4, isoliert oder vereint zu zweien mit 
1—2—3 Fortsiatzen. — Strichkultur weiBlich-gelb, wachsern, leuchtend und nicht 
sehr reichlich, Oberflache punktiert, Rand glatt oder leicht uneben. 

Wachstum auf Kartoffeln: Nach 3 Tagen bei 25° C runde oder leicht ellip- 
tische Zellen von (3 —7) x (3,5 —7,5) , einzeln oder zu zweien oder dreien vereint; Vor- 
handensein von Zellen mit 
Auswiichsen. —Strichkultur 
von weiBlicher Farbe, leuch- 
tend, wachsern, glatt, reich- 
lich. Nach einem Monat wird 
die Farbe schmutzig-weif. 


Abb. 3. Yorulaspora franciscae Abb. 4. Torulaspora jranciscae nov. spec. 
nov. spec. Riesenkultur (VergréBert 600fach). 
nach 4 Wochen auf Wiirzegelatine Wiirze-Agar-Kultur, Asci mit 1—2 Sporen 


Wachstum auf Fleisch-Agar: Kein Wachstum. 

Objekttragerkultur: Keine Bildung von Pseudomycel. 

Wachstum auf Wiirzegelatine: Einzeln liegende Kolonien, weiBlich, er- 
hoht und nicht flieBend. Bei der Gelatineverfliissigung hat sich nach 60 Tagen bei 
18°C eine Kolonie von weif-schmutzig-gelblicher Farbe gebildet; spirliche Ab- 
spaltung und verspitetes Fliissigwerden. 

Die Riesenkolonie (Abb. 3) zeigt nach 3 Tagen bei 18—20° C einen nicht sehr 
tiefen zentralen Krater von 1 em Durchmesser und aufeinanderfolgende runde Hof- 
bildungen von 3—4 mm, strahlenférmig gelappte und leicht unregelmaiBige Réander. 
Die Kolonie ist eher erhéht und zeigt eine weib-schmutzig-tabakbraune Farbe: 
aber in den auf ersten Teilen des Randes kénnen sich Zonen von ausschlieBlich 
weiBer FKarbe finden. Hier liegen auch runde Zellen mit einem groBen Fettkern. 
die an die Zellen ,,Pulcherrima‘: erinnern. 

Im Zentrum der Kolonie, wo, wie gesagt, die Farbe weif-schmutzig-tabak-braur 
ist, sind dagegen die Zellen normal wie in anderen Substraten, und eine Anzahl vor 
ihnen ist relativ grof und in Verschmelzung (Fusion) und bildet Asci mit zwei Sporen 

Sporenbildung: Auf Wiirze-Agar und Gorodkowa-Agar parthenogene Asc 
mit 1—2 Sporen (Abb. 4), rund, mit glatten Wanden, welche innen einen kleiner 
Kern zeigen. Es konnen auch Falle von Konjugationen zwischen den Protuberanzer 
festgestellt werden, die 2 Sporen enthaltende Asci bilden. Manchmal schein' 
es sogar, als gibe es eine Konjugation zwischen der Mutterzelle und der Knospe 
die sich auf dem Auswuchs entwickelt hat; indessen bleibt die Membran der Knosp¢ 
immer unversehrt. 
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Garung: Glucose +; Galaktose +; Maltose + (langsam); Saccharose +; Raf- 
finose a Ia Lactose —; Inulin + (manchmal langsam); Dextrin —. 

. Assimilation der organischen Sauren (pq = 4,5): Weinsiure — ; Apfel- 
siure —; Citronensaiure —; Bernsteinsiure —; Oxalsiure — ; Milchsdure +; Brenz- 
traubensaure +. 

Zuckerassimilation;: Glucose +; Galaktose +; Maltose +-; Saccharose -+; 
Raffinose +; Lactose —. 

Stickstoffassimilation: Kaliumnitrat —; Ammoniumsulfat + ; Asparagin +. 

Wachstum mit Athylalkohol als Wachstumssubstrat: Sparliches 
Wachstum. 

Arbutinspaltung: Negativ. 

Garungsvermégen: In normalem Traubenmost mit pq = 3,5: Alkoholgehalt 
4,58 bis 6,05%. 


Diskussion 


Auf Grund der sehr interessanten Untersuchungen von WINGE (1935, 
1937, 1939) sowie von LINDGREN u. Mitarb. (1942a, 1943b, 1944a, 
1944b, 1945), in welchen gezeigt wurde, dal Zygosaccharomyces die 
haploide Form von Saccharomyces darstellt, haben LODDER u. KREGER 
VAN RiJ in ihrer Klassifikation von 1952 die Gattungen Zygosaccharo- 
myces und T'orulaspora aufgehoben und sie der Gattung Saccharomyces 
in den relativen Species zugeteilt. 

In der Behandlung von Torulaspora nilssoni (CAPRIOTTI 1957 b) haben 
wir dargelegt, daB wir der Arteinteilung der beiden hollandischen For- 
scher nicht zustimmen kénnen, wenngleich sie auch auf einer soliden 
wissenschaftlichen Basis beruhe. Unserer Meinung nach entsteht bei 
dieser Arteinteilung eine derart quasi elefantenhafte Saccharomyces- 
Gattung, dafs dies fiir eine spezielle Bezugnahme bestimmt keine Er- 
leichterung darstellen diirfte. 

Dazu kime, unserer Ansicht nach, die Leichtigkeit, mit der diese drei 
Gattungen auseinandergehalten werden kénnen. Und zwar durch die 
Art und Bildung der Asci, durch die Form der Zellen und durch das Vor- 
handensein der Protuberanzen. Auf diese Argumente méchten wir um so 
mehr zuriickkommen, als wir dabei sind, ein vergleichendes Studium 
tiber Zygosaccharomyces, Saccharomyces und Torulaspora durchzufihren. 

In der heutigen Veréffentlichung beschranken wir uns darauf, zu er- 
wihnen, daB es bei den normalen mikroskopischen Untersuchungen 
einer sehr groBen Anzahl von Arten und Stémmen, die Zygosaccharo- 
myces zuzuteilen sind, immer verhaltnismiBig leicht war, eindeutige 
Falle von Konjugationen der Zellen zu beobachten; dagegen konnten 
wir dies bei einem noch gréBeren Untersuchungsmaterial der Saccharo- 
myces zuzuteilenden Arten nicht feststellen. Die der T'orulaspora zuzu- 
teilenden Arten, die gar keine Asci aus Conjugation hervorbringen oder 
bzw. nur ganz auBerordentlich selten im Verhiltnis zu den anderen 
parthenogenen, unterscheiden sich eindeutig von den Arten, die sonst 


normalerweise den beiden anderen Gattungen zugeteilt werden, und zwar 
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besonders durch die verschiedene Form und die AusmaBe der Zellei 
sowie auch durch die typische Bildung der Protuberanzen. Unserer Mei 
nung nach kénnten also diese Besonderheiten das Weiterbestehen de 
Gattung Torulaspora auch gegeniiber Saccharomyces rechtfertigen. 

Die Form, die wir aus spanischem Boden isoliert und Torulaspor 
franciscae benannt haben, ist identisch mit T'orulaspora roset Guillier 
mond, Torulaspora fermentati Saito und mit T'orulaspora nilssoni Capri 
otti auf Grund der Form der Zellen, der Besonderheiten der Strichkultur 
der fliissigen Kulturen, der Fahigkeit, Insulin zu fermentieren, der Uni 
faihigkeit, Arbutin zu spalten und der Eigenheiten bei der Stickstoff 
assimilation. 


Tabelle 1 
Torulaspora |Torulaspora | Torulaspora |Torulaspora | Torulaspor 
delbrueckii rosei fermentati nilssoni Tranciscae 
Garung: 
Glucose Sa + + - aa 
Galaktose + - _ + +- 
Maltose = = = = + 
(langsam 
Saccharose | — + + ok 
Raffinose — + 4/5 + 4/5 =} + 4,5 
Inulin =i ete Be SF 
Dextrin -- — — = = 
Zuckerassimilation: 
Glucose + + ue — ae 
Galaktose =. = =: ss a 
Maltose -- -— |. — a 
Saccharose _- + + + + 
Raffinose -- + ale aL 
| (schwach)| (sechwach)| 
Lactose — a = = B 


Jedoch zeigt Torulaspora franciscae eine ausgeprigtere Tendenz, durel 
Konjugation Asci hervorzubringen, die sich bei den anderen Arten vie 
seltener beobachten lit. Im Hinblick auf die GréBe der Zellen naiher 
sie sich mehr der Torulaspora fermentati. Die in Tab. 1 aufgefiihrten 
Unterschiede haben uns dazu bewogen, Torulaspora franciscae spec 
nov. beizubehalten. 

Daraus geht eindeutig hervor, daB& sich Torulaspora franciscae noy 
spec. von den anderen T'orulaspora-Arten folgendermaBen unter 
scheidet: Von Torulaspora delbrueckii Lindner dadurch, da sie meh: 
Maltose, Saccharose und Raffinose vergiirt und assimiliert; — vo1 
Torulaspora rosei Guilliermond dadurch, daB sie mehr Galaktose unc 
Maltose vergiirt und assimiliert; — von Torulaspora fermentati Sait 
dadurch, daB sie mehr Galaktose vergirt und assimiliert; — von Toru 
laspora nilssoni Capriotti dadurch, daB sie mehr Maltose vergart un 
assimiliert und daB sie Raffinose zu einem Drittel vergart. 
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1956, also ein Jahr vor der Isolierung des heute zur Diskussion stehen- 
den Stammes, hat VAN DER WALT (1957) Saccharomyces pretoriensis 
beschrieben, der aus Erdbéden Pretorias in Sidafrika isoliert wurde 
und beachtenswerte Ahnlichkeit mit unserem Stamm hat. Gelegentlich 
eines kirzlichen Besuches VAN DER WALTs in unserem Institut haben 
wir diese Frage besprochen und es fiir erforderlich gehalten, eine ver- 
gleichende Untersuchung tiber beide Staémme durchzufihren. Die dabei 
festgestellten Unterschiede sind folgende: 

Saccharomyces pretoriensis! vergirt keine Galaktose oder vergart sie nur sehr 
schwach und langsam und vergirt kein Inulin; bei unserem Stamm dagegen ist 
die Vergarung prompt und kraftig, sowohl bei Galaktose wie auch bei Inulin, aber 
langsam bei Maltose. 

Fin anderer beachtlicher Unterschied ging aus der Bestimmung des Garungsverm6- 
gens hervor: wahrend Saccharomyces pretoriensis ungefahr 12% Alkoholgehalt produ- 
ziert, gelingt es unserem Stamm nicht, mehr als 6%, Alkoholgehalt zu produzieren. 

Auf Grund der beobachteten Unterschiede kénnen wir festhalten, daB 
Torulaspora franciscae auch von Saccharomyces pretoriensis verschieden ist, 
welche, wie es scheint, T'orulaspora fermentati um sehr vieles naher steht. 


Latina diagnosis 
Torulaspora franciscae nov. spec. 

Maltato in musto cellulae rotundae atque leniter ovoideae (3—8) micron, singulae, 
binae aut acervatim inveniuntur. Sedimentum efficitur. — In agaro maltato cellulae 
rotundae aut leniter ovoideae (3—7,5) micron, singulae vel binae acervatim. 
Adsunt etiam cellulae cum singulo vel plurimo tubere quod numquam copulatur, 
quandoquidem signato notatoque bifurcato et saginatione summo in vertice. — 
Observantur etiam, at perraro, cellulae multis gemmis preditae. — Cultura (unum 
post mensem, 17° C) oculis subicitur albiflava, aequa, glabrae, aliquanto tenuis, 
copiosa, margine levi. — Pseudomycelium deest. Asci plerumque formantur sine 
vel cum copulatione. Ascospore glabrae, rotundae 1—2 pro asco. — Glucosus, 
galactosus, maltosus, saccharus, atque raffinosus pro tertia parte fermentatur, — 
Minerali in medio cum glucoso, galactoso, maltoso, saccharo atque raffinoso (tenu- 


iter) crescit. — Nitras kalicus non assimilatur. — Minerali in medio cum alcohole 
aethylico parumper crescit. — Arbutinum non finditur. — In mediis cum glucoso 
format 4,58 —6,05°% alcoholis partes in volumine. 
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GC. B. S. Delft zur Verfiigung gestellt, welchem Institut wir hiermit unseren Dank 
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Debaryomyces castellii nov. spec. 
Eine neue Hefe aus Boden Schwedens 


Von 
A. CAPRIOTTI 


Mit 5 Textabbildungen 
(Eingegangen am 24. Juli 1957) 


Wie kiirzlich berichtet (CAPRIOTTI 1957a), konnte ich aus 16 schwe 
dischen Bodenproben 10 Hefen isolieren, von denen 3 zu neuen Arte) 
gehéren. Es handelt sich dabei um die bereits beschriebene Torulaspore 
nilssont nov. spec. (CAPRIOTTI 1957b) sowie um eine neue , Candida‘ 
die ich nachstens beschreiben werde, und um eine Art, die ich zu 
Gattung Debaryomyces gestellt habe und die in dieser Veréffentlichun; 
behandelt wird. Fir diese Art schlage ich den Namen Debaryomyce: 
castellit vor, zu Ehren des Professors TOMMASSO CASTELLI, des Direktor: 
des ,,Istituto di Microbiologia Agraria e Tecnica dell’Universita d 
Perugia Italia‘. 


Beschreibung 
Herkunft der Stamme: 32 Stamme wurden aus Boden von Ultuna (Uppland 
Schweden) isoliert und untersucht. Es handelt sich um mit Getreide und Koh 
bebauten Boden, der keineswegs erst neuerdings aufgebrochen wurde; er ist lehmig 
hat den pqy-Wert 5,6 —6,7, una enthal: 


 ~UGAZ re wom RA EDN 0—6% CaCOg. 

2 Pap Oess Ke oF So Untersuchungstechnik: Nael 
09 O5 F WQ_QeIRE oo SO - Lopprer u. KREGER VAN Rig (1932 
L@a DCH Co. auBer bei den Zuckerassimilations: 
9 52 ¥ Qo°% Ge proben, fiir die gekochter und ge- 
) 99 Q oO Ps : 2 225 rpachenes are ce wurde (CAPRI. 

toe a 3 OTTI 1955a, 1955b). 
2 o ° 200 wy © Wachstum in Malzabsud und 
. Von © °%6 Traubenmost: Nach drei Tagen be 
= Gre ’ . 25° C hat sich eine iippige, weiBe, un- 
fel) 592 O° .o 0 6 o durchsichtige nach oben dringende, 
© ‘S Oo QO CF. 4 also faltige Haut gebildet. Die Zellen 
> PAD ele) 5. 2 sei der Triibung sind rund oder leicht 
5 Yo oe. 8 sa Go ¢ elliptisch, in Haufen zusammenge- 


: Osa o ce) driingt, knospenbildend, und bestehen 
VP O.PAWAS) ichwOso aus Sheree Elementen von 3 bis 
Abb. 1. Debaryomyces castellii noy. spec. (x 500). 10 w. Nach 50 Tagen bei 22°C hat 
Nach 3 Tagen auf Wiirze-Agar sich ein Ring, eine Haut und eine 
durchsichtige Flissigkeit gebildet. 

Wachstum auf Wiirze-Agar: Nach drei Tagen bei 25°C: runde, kugel- 
formige und auch elliptische Zellen, einzeln und knospenbildend, von (3—9) x 
(3,2—-10) w (Abb. 1). — Strichkultur: uppig, weiB-porzellanartig, leuchtend, aber 
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6fters auch undurchsichtig, mit nicht ganz glatter Oberfliche, die mit der Zeit 
zahlreiche kleine, punktformige Erhéhungen aufweist. Nach 15—20 Tagen zeigt 
sich eine beachtliche Anderung der Form und besonders der GroBe hes Zellen: 
sie sind jetzt im allgemeinen rund und isodiametrisch, enthalten haufig eine Fett- 
kugel und zeigen sozusagen das Bild von ,, Pulcherrima‘‘. Uberdies sind die Zellen 
von verschiedenerGr6éBe, denn 

es finden sich auch sehr groBe A "a% Sa) 
Zellen von 1516 (Abb.2). My 23 


An einer Stelle der Zell- ava; 9 oS 
wand 1a8t sich haufig eine Ve Oe * 
Art Rest der Membran beob- D9 
achten. Im iibrigen zeigt sich Y 3.) 0 
charakteristische | Knospen- QE) ; 
bildung; die Mutterzelle hat @: 3) 
4—5 Knospen, manchmal e. Or 
auch mehr, die an nur einer MONS) 
Stelle lokalisiert sind. Es las- 2. @~@ 
sen sich aber auch noch an- Ie) Q $ 


dere Arten der Zellvermehrung Rte caker x f 
Merechten. Go kénnen. -an 2. i. Bonners castellii ay spec. (x 500). 

ach 20 Tagen auf Wiirze-Agar 
entgegengesetzten Stellen der 
Zelle zwei Knospen auftreten, 
und manchmal bilden sich 
mehrere Knospen rings um 
die Mutterzelle herum. 

Wachstum auf Kar- 
toffel-Agar: Nach drei Ta- 
gen bei 25° C runde und ellip- 
tische Zellen von (83—9) bzw. 
(8,2—10) uw, darunter lange 
und schmale Zellen, ein- 
zeln oder knospenbildend. — 
Strichkultur: Sehr ippig, 
wei, platt, wenig leuchtend, § f ‘ 
Oberflache uneben, Rand Abb. 3. Debaryomyces castellii nov. spec. 
iiberstehend. Mit der Zeit (x 500). Objekttriger-Kultur 
weiB-cremeartige Farbe und 
zahlreiche, kleine Erhéhungen auf dem am weitesten nach oben stehenden Teil 
der Oberflache. 

Wachstum auf Karotten-Agar: Nach drei Tagen bei 25° C rundliche bis 
elliptische Zellen von (3—7,3) x (3,2—7,8) 4, einzeln oder zu zweien. — Strich- 
kultur: weiBlich, platt, ausgedehnt, undurchsichtig. Oberflache und Rand glatt. 

Wachstum auf Bohnen-Agar: Nach drei Tagen bei 25°C rundliche oder 
leicht elliptische Zellen von (3—7) x (3,2—7,5) 4, einzeln oder zu zweien, knospen- 
bildend. — Strichkultur: WeiBlich, erhéht, leuchtend, Oberfliche glatt oder leicht 
uneben, Rand glatt oder gewellt, iippig und glanzend. 

Wachstum auf Kartoffel-Agar: Nach drei Tagen bei 25° C kugelformige 
Zellen, rund oder elliptisch von (3—9) X (3,2—10) wu. Mittlere Grobe 5—6 uw. — 
Strichkultur: Reichlich, weiB-tabakbraun, leuchtend und glatt. Aussehen nach 
einem Monat unverandert. 

Wachstum auf Fleisch-Agar: Nach drei Tagen bei 25°C keine Entwicklung. 


Objekttrager-Kultur: Pseudomycel-Form (Abb. 3). 
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Wachstum auf Wiirzegelatine: Einzeln liegende Kolonien, weiflich, er-- 
hoht, eher klein und nicht flieBend. 

Gelatineverfliissigung: Oberflichliche, weit ausgedehnte Kolonie von weiB- . 
schmutzig-gelblicher Farbe. Bei der Gelatineverfliissigung sehr sparliches Wachs- - 
tum, Abspaltung und verspatetes Fliissigwerden. 

Die Riesenkolonie auf Wiirzegelatine ist nach einem Monat bei 18° C weiBlich, , 
porzellanartig, glatt und platt; manchmal bildet sie vereinzelte Krater, von denen, , 
allerdings nicht immer, er- - 
hohte  Strahlenbildungen } 
ausgehen (Abb. 4). 

Wachstum in Milch:: 
Nach 35 Tagen bei 25°C) 
keinerlei Veranderung. 

Sporenbildung: Sie: 
ist leicht und reichlich auf | 
normalem Ku!lturboden. Sie | 
erfolgt mit Asci von 1—2—3_ 
und auch 4 Sporen, die sehr | 
selten isogam oder parthe- | 
nogen entstanden sind. Die 
Sporen sind rund, haben ein | 
Olkiigelchen in der Mitte und | 
warzige Episporien. Beson- 
dersinnicht ganzjungenKul- 
turen lassen sich die Warzen 
gut erkennen (Abb. 5). 


Garung: Die Proben 
wurden in Durham-Roéhren 
und in’ Einhorn-Rohren 
durchgefiihrt. (In normalen 
Reagensglasern mit 15 cem 
Substrat und 2 cem Fas- 
sungsvermégen des gasauf- 

; nehmenden Kélbchens, und 
Abb. 5. Debaryomyces castellii nov. spec. (x 1800). auBerdem in gréBeren Rea- 
Asci mit warzenbildenden Sporen auf Wiirze-Agar sensrohren mit 60 ecm Sub- 
nach 2 Monaten = 

strat und 20 ccm Fassungs- 
vermoégen des gasaufnehmenden Kélbchens.) Am besten bewahrte sich die Durham- 
Anlage in groBen Reagensréhren mit gasaufnehmenden Kélbchen von 20 cem 
Fassungsvermégen. Das Ergebnis war: Glucose +; Galaktose —; Maltose + 
(schwach); Saccharose + ; Raffinose ?/; (langsam); Inulin —; Dextrin — (oder 

selten positiv, aber sehr schwach). 

Zuckerassimilation: Glucose +; Galaktose +-; Maltose +; Saccharose +; 
Raffinose +; Lactose +-. 

_ Assimilation der Salze organischer Sauren (pq = 4,5): Weinséure — 
Apfelsiure --; Citronensiure +-; Bernsteinsiiure +; Milchsdure +; Oxalsiure — 
Brenztraubensiure --. 

Stickstoffasst miliaton: Kaliumnitrat —; Ammoniumsulfat ++; Asparagin+. 

Athylalkohol als Wachstumssubstrat: Wachstum sehr gut. 

Arbutin-Spaltung: Positiv. Das erhaltene Substrat ist grau-bleifarben. 

Garungsvermégen: In normalem Traubenmost schwankt der Alkoholgehalt 
zwischen 0,55°% und 1,22%. (Traubenmost von pq = 3,5). 


Abb. 4. Debaryomyces castellii nov. spec. 
Riesenkultur nach 4 Wochen auf Wiirzegelatine 


. 
> 
. 
> 
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Betrachten wir zunichst die Unterschiede zwischen der von uns be- 
schriebenen Art Debaryomyces castellii nov. spec. und den von STELLING- 
DEKKER und LODDER u. KREGER VAN Riz erkannten Arten. Debaryo- 
myces castellia nov. spec. unterscheidet sich von allen von STELLING- 
DEKKER erkannten Arten durch die Grée der Zellen, durch die Zahl der 
Sporen in den Asci, und durch die Fahigkeit, Zucker zu vergiren. 
STELLING-DEKKER berichtet von keiner Art mit 4sporigen Asci und der 
Fahigkeit, Glucose, Maltose, Saccharose und Raffinose zu vergiiren. 

Hinsichtlich der von LoppDER u. KREGER VAN Rig erkannten Arten 
geben wir folgendes Tabellenbeispiel, das eine leichte Gegeniiberstellung 


gs& | 32 | 88 | 82 | 3 Se 
a a S| 8 8 8 
GroBederZelleninWiirze| 3—10 | 2,5-—-6,5| 2,5—7 |2,5—5,5| 2,2—6 | 2,5—6 
GroBe d. Zellen auf 
Wiirze-Agar Ba) | PAG} )) Mavi a ss 27D, 25 == 
Hautbildung ae ae = ae sie ane 
Anzahl der Sporen | 
je Ascus 1-2-3-4 | 1—2 1—2 1 1-2-3-4 1 
Warzenbildung der 
Sporen ae ap ae _ “id 
Garung: 
Cincose ae +3 +8 +% 8 +% 
Galaktose — +2 —£& = = + 
Maltose + no +2 ae a opee 
Saccharose + +3 +3 +4 ia 3 
Raffinose +?/, =s = = eS 
Lactose = = = = = 
Zuckerassimilation 
Glucose L + ai oe oh aie 
Galaktose + + = ae + ate 
Maltose a ak. ab ah a ate 
Saccharose + “b af “ aL ale 
Raffinose + — 
Lactose + ae = a5 = = 
Stickstoff-Assimlation 
Kaliumnitrat — — _ — — 
Ammoniumsulfat + =E 4 4 + + 
Arbutin-Spaltung + a + a — a 
Athylalkohol als Wachs- 
O ccbstrat + + + a +- + 
Pseudomycel- 
entwicklung -+ i =f “ ote = 


zwecks Arteinteilung erméglicht. Man sieht sofort, dali Debaryomyces 
castellii nov. spec. vollkommen verschieden ist von den von LODDER u. 
KREGER VAN RiJ aufgestellten Arten. 
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Debaryomyces castellii nova species unterscheidet sich also: 

Von Debaryomyces hansenii (Zopf) Lodder durch die GréBe der Zellen, durch die. 
Fahigkeit, Raffinose zu vergiren, durch die erhohte Garungsfahigkeit, durch die. 
Fahigkeit, Asci auch mit 3—4 Sporen zu bilden, und durch die Fahigkeit, Lactose 
gut zu assimilieren. 

Von Debaryomyces kloeckeri Guilliermond u. Peju durch die GroBe der Zellen, . 
durch die Fahigkeit, Raffinose zu vergiren, durch die Fahigkeit, eine Haut zu bilden | 
und Asci mit 3—4 Sporen hervorzubringen. 

Von Debaryomyces subglobosus (Zach.) Lodder u. Kreger van Rij durch die. 
GréBe der Zellen, durch die Fahigkeit, Raffinose zu vergaren, durch die Fahigkeit, , 
eine Haut zu bilden und Asci mit 3—4 Sporen hervorzubringen. 

Von Debaryomyces nicotianae Giovannozzi durch die GroBe der Zellen, durch die 
Fahigkeit, Raffinose zu vergiren, durch die Garungsfahigkeit, durch die Fabigkeit, | 
Asci mit 3—4 Sporen zu bilden und Lactose zu assimilieren. 

Von Debaryomyces vini Zimmermann durch die Form und die Gréfe der Zellen, 
durch die Fahigkeit, Glucose, Maltose, Saccharose und Raffinose zu vergiren, 
durch die Warzenbildung der Sporen und durch die Fahigkeit, Lactose zu assi-. 
milieren. 

N. B. 15 Stémme von Debaryomyces castellit nova species werden in der Hefe- 
sammlung des Istituto di Microbiologia Agraria e Tecnica della Universita di | 
Perugia (Italia) konserviert und konnen auf Bestellung versandt werden. 


Latina Diagnosis 
Debaryomyces castellii nova species 


Maltato in musto brevi sedimentum, album velamen, iterum ascendens, opacum, 
efficitur. Cellulae cum velamine, rotundae vel oviformes, acervatim, plurime gem- 
mantes inveniuntur cum gemmulis (3—10) micron. — In agaro maltato post 3 dies, 
25° C, cellulae rotundae vel leviter oviformes (83—9) x (3,2—10) micron, singulae 
binaeve. Post 20 dies celluae quamdam pinguis guttulam offerunt et pene omnes 
aequo diametro guadent licet mensurae varientur (15—16) micron. Observationi 
occurrit etiam typyca gemmatio cristata id est cellula mater uno eodenque loco 
4—5 gemmulas habens. Dantur etiam figurae plurimae multigemmantes. Gemmulae 
enim opposita in positione vel tota in superficie matris conspicere possumus. — 
In agaro maltato post unum mensem, 17° C, efficitur alba aerugo, aequa, perlucens, 
at persaepe opaca, superficie non bene levi. Ruente hora aerugo flava eficitur et 
possunt perplurimae et parvae prominentiae observari. — Pseudomycelium efficitur. 
Copula isogamica at saepe eterogamica cum 1—2—3 et etiam 4 rotundae ascospore 


verrucis et in medio pinguis guttulam circumferentes. — Dari potest et parto- 
genetica efformatio asci. — Positive fermentatur glucosus, maltosus, saccharus et 


raffinosus */, partes. Assimilatur glucosus, galactosus, maltosus, saccharus, raphi- 
nosus at lactosus. Nitras kalicus non assimilatur. Assimilat vero sulphatum am- 


moniacum. — Minerali in medio cum alcohole aethylico bene augetur. — Arbu- 
tinum finditur. — In mediis cum glucoso format 0,55—1,62°% alcoholis partes in 
volumine. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Tiibingen) 


Untersuchungen iiber UV- Resistenz 
bei Saccharomyces cerevisiae 


Von 
K. SCHAUZ 


Mit 11 Textabbildungen 
(Eingegangen am 14. September 1957) 


Die letale und subletale Wirkung von UV-Strahlen ist schon éfters an 
den verschiedensten Objekten untersucht worden. Jedoch nur wenige 
Arbeiten liegen vor, die sich mit der Ausbildung einer Strahlenresistenz 
bei Mikroorganismen befassen. 

WirxKrn (1946) konnte durch Bestrahlung mit hoher UV-Dosis einen Stamm 
von Escherichia coli isolieren, der gegen die schadigende Wirkung von UV- und 
Rontgenstrahlen resistent war. ELLIson et al. (1950) bestatigten in ihren Unter- 
suchungen das Ergebnis Wirxins. Mit einer anderen Methode haben GavEn et al. 
(1953) drei Stémme von LHscherichia coli in ihrem Verhalten gegen Gamma-Be- 
strahlung gepriift. Dabei beobachteten sie nur bei zwei Stéammen die Ausbildung 
einer Strahlenresistenz, der dritte Stamm zeigte dagegen nach wiederholter Be- 
strahlung eine zunehmende Empfindlichkeit. Auch andere Forscher stellten nach 
mehrfacher Bestrahlung bei einigen Stémmen von Hscherichia coli eine erhéhte 
Empfindlichkeit fest (HuBER 1952; Rompxe et al. 1947). 

Die Fahigkeit zur Ausbildung einer Strahlenresistenz wechselt offenbar von 
Stamm zu Stamm innerhalb derselben Bakterienart. 

In allen erwahnten Arbeiten wird die beobachtete Strahlenresistenz 
durch Selektion von strahleninduzierten oder spontan auftretenden 
Mutanten erklart. Nur GapEN deutet noch eine andere Moglichkeit der 
Ausbildung von Strahlenresistenz an, und zwar ausgehend von neueren 
Untersuchungen tiber die UV-Wirkung auf Mikroorganismen (vgl. 
HoLuAENDER 1952; Ruprn 1954; Stmonts 1954). Danach sollen durch 
UV-Bestrahlung in der Zelle oder deren Umgebung schadigende Stoffe 
entstehen. Wie nun mehrere Forscher nachweisen konnten (CLaus 1956; 
HinsHEtwoop 1946; Wixp et al. 1954, 1955), ist eine Anpassung an 
verschiedene Hemmstoffe bei Bakterien und Hefen auch ohne Anderung 
ihrer genetischen Struktur moglich. Auf Grund dieser Befunde ware 
auch eine nicht-mutative Resistenzbildung gegen UV-Bestrahlung durch- 
aus denkbar. 

In der vorliegenden Arbeit sollte zundchst gepriift werden, wie weit 
bei Hefen tiberhaupt eine Strahlenresistenz auftritt; denn bisher wurde 
diese nur bei Bakterien beobachtet. Weitere Untersuchungen befassen 
sich mit der Frage, ob die Strahlenresistenz durch Selektion von resisten- 


ten Mutanten oder nicht-mutativ entsteht. 
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Methodik 


Untersuchungsobjekt: Der in den Versuchen verwendete Stamm von 
Saccharomyces cerevisiae wird schon seit einiger Zeit im Botanischen Institut der 
Universitat Tiibingen kultiviert. Er stammt von der Brauerei Leicht, Stuttgart- 
Vaihingen. 

Stammkultur, Naihrmedium: Von einer nach dem Lindnerschen Trépfchen- 
verfahren (vgl. JANKE 1946) isolierten Einzelzelle dieses Hefestammes wurde eine 
Kultur auf Malzagar angelegt, die als Ausgangsmaterial fiir alle Versuchsreihen 
diente. Fiir die eigentlichen Versuche muBte jedoch ein synthetisches Nahrmedium 
gewahlt werden. Als besonders geeignet erwies sich in Vorversuchen das Substrat: 
nach Dr. Barton Wricut (vgl. KirKEenny et al. 1951). 

Das Nahrmedium wurde dreimal 20 min in strémendem Dampf sterilisiert. Der 
pa-Wert betrug 4,8. Um eine Beeinflussung der Versuchsergebnisse durch Substrat- 
adaptation auszuschalten, muBte der Hefestamm vor Ansetzen einer neuen Ver- 
suchsreihe auf dem synthetischen Nahrmedium vorkultiviert werden, und zwar 
einmal auf festem Nahrboden und zweimal in durchliifteter Nahrlésung. Wenn in 
der dritten Vorkultur eine Zelldichte von 5 - 108 je Milliliter erreicht war, wurde sie 
unter Beachtung folgender Voraussetzungen bestrahlt: 

Bedingungen firreproduzierbare Bestrahlungsversuche: Nach Unter- 
suchungen von Bram et al. (1954) und SaracuHeEK et al. (1952) ist die Empfindlich- 
keit der Hefezellen gegen Bestrahlung stark von ihrem physiologischen Zustand 
abhangig. Sprossende Zellen sind viel resistenter als ruhende. Ein physiologisch 
nahezu einheitliches Material fiir Bestrahlungsversuche erhalt man nach Bram 
durch Aushungern der Zellen. Zu diesem Zweck brachte er die Hefezellen vor der 
Bestrahlung einige Zeit in eine 0,05 molare Phosphatlésung, in der nach GuNTER 
(1954) mindestens 6 Std die volle Lebensfahigkeit aller Zellen erhalten bleibt. 

Herstellung der Zellsuspension: Die Hefezellen der zweiten Fliissigkeits- 
vorkultur wurden abzentrifugiert, zweimal in 0,05 molarer Kaliumdihydrogen- | 
phosphatlésung gewaschen und anschlieBend in dieser Lésung suspendiert. Um_ 
noch vorhandene SproBketten von der Suspension abzutrennen, muBbte sie, nach- 
dem sich ein Teil der Zellen abgesetzt hatte, dekantiert werden. Nach 2—3 Std 
erfolgte die Bestrahlung. Hierbei war die Zellenzahl/Milliliter in allen Versuchen 
etwa 5- 10°. 

Bestrahlung, Strahlungsquelle: Jeweils 4 ml dieser Suspension wurden 
in einem Glasschilchen (@ 5,2 cm) auf einer rotierenden Scheibe bestrahlt. Dadurch 
konnte die Suspension stiindig in Bewegung gehalten werden, was fiir eine gleich- 
maBige Verteilung der Strahlungsenergie auf alle Zellen unbedingt erforderlich war. 
Vor allem nach langerer Bestrahlung erhéhte sich etwas die Temperatur der Sus- 
pension. Nach OsrEr (1934) ist dies jedoch ohne EinfluB auf die Versuchsergebnisse. 

Als Strahlungsquelle diente eine Hg-Hochdrucklampe von der Quarzlampen- 
G.m.b.H., Hanau (Typ 8 500). Die Lampe konnte trotz ihres breiten spektralen 
Strahlungsbereiches in den Versuchen verwendet werden, da es hierbei nur auf die 
Wirkung des gesamten UV-Bereiches ankam, und die Frage nach der spezifischen 
Wirkung einzelner Spektrallinien nicht niher untersucht wurde. Eine mégliche 
Beeinflussung der Ergebnisse durch das iiber 410 my ausgestrahlte Blaulicht soll 
spiter diskutiert werden. 

Strahlungsmessung: Die Bestrahlungsstirke des Gesamtspektrums wurde 
mit einer geeichten Thermosiule (Herstellerfirma: Kipp u. Zonen, Delft) und einem 
Multiflexgalvanometer (Lange, Berlin-Zehlendorf) gemessen. Sie war in allen Ver- 
suchen konstant und betrug 1,1 - 10° erg/sec/em®. Variiert wurde nur die Bestrah- 
lungszeit. Schwankungen der Netzspannung konnten ausgeglichen werden, indem 
vor die Lampe ein regulierbarer Ohmscher Widerstand geschaltet wurde, kom- 
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biniert mit einem Voltmeter. Unmittelbar vor einer Bestrahlung wurde durch Ver- 
ainderung dieses Widerstandes ein bestimmter Spannungswert eingestellt (200 Volt). 
Auch wahrend der Bestrahlung auftretende Schwankungen der Spannung konnten 
auf diese Weise sofort ausgeglichen werden. 

Nach der UV-Bestrahlung wurde bei Rotlicht (Beleuchtungsstirke 60 Lux) 
gearbeitet, um eine Photoreaktivierung der geschadigten Zellen zu verhindern. 

Ansetzen von Flissigkeitskulturen: Zur Untersuchung des Wachstums 
bestrahlter Hefekulturen in fliissigem Medium wurden 2 ml Nahrlésung in Reagens- 

roéhrchen (GréBe 1,5 x 15,5 cm) abgefiillt, sterilisiert und mit derselben Menge einer 
bestrahlten Hefesuspension beimpft. Die Bebriitung erfolgte bei 25° C in dem Was- 
serbad eines Superthermostaten von der Fa. Biihler, Tiitbingen. Als Ma8 fiir das 
Wachstum einer Kultur diente ihr Triibungsgrad, der in gewissen Zeitabstiinden 
nach der Beimpfung bestimmt wurde. 

Tribungsmessung: Soll der Tribungsgrad als MaB fiir die Zellendichte einer 
Suspension verwendet werden, so miissen die einzelnen Zellen méglichst von gleicher 
GréBe sein. Die Ausbildung von gréBeren SproBketten mute daher verhindert 
werden. Dies geschah, indem ein keimfreier Luftstrom durch die Kulturréhrehen 
geleitet wurde. Obwohl die Kulturfliissigkeit hierdurch stindig in Bewegung war, 
konnte ein Absetzen der Hefezellen nicht vollsténdig verhindert werden. Daher 
wurde jedes Réhrchen zum Zeitpunkt der Messung kraftig geschiittelt. 

Die Triibungsmessungen wurden mit einem Pulfrich-Photometer von der Fa. 
Carl Zeiss, Oberkochen, ausgefiihrt. An der Me8trommel dieses Gerits kann die 
relative Triibung abgelesen werden, die in Prozenten das Intensitatsverhaltnis 
zwischen dem Streulicht der Hefesuspension und dem eines Vergleichsglases dar- 
stellt. Da in allen durchgefiithrten Messungen dasselbe Vergleichsglas benutzt wurde, 
k6nnen die relativen Triibungswerte direkt miteinander verglichen werden. 

Auswertung der MeBergebnisse: Nur in den Konzentrationsbereichen, in 
denen eine lineare Abhangigkeit der Zellendichte von der relativen Triibung besteht, 
kann diese direkt als MaB fiir das Wachstum (Zellvermehrung) einer Kultur gelten. 
Fiir die Auswertung der MeBergebnisse muBte daher eine Eichkurve aufgestellt — 
werden. 

Statistik: Soweit bei den Versuchsergebnissen der mittlere Fehler des Mittel- 
wertes angegeben ist, wurde er nach der Formel 


ou = Dye (X—x,)?! 
n (n—1) 


berechnet. In den graphischen Darstellungen konnte er haufig nicht eingezeichnet 
werden. Daher wird in diesen Fallen lediglich angegeben, ob der Unterschied zweier 
Stichprobenmittelwerte signifikant ist. Als Kriterium fiir die Signifikanz des Unter- 
schiedes galt der dreifache mittlere Fehler. 


Versuchsergebnisse 


1. Versuche mit Flissigheitskulturen 


Zunachst sollte gepriift werden, ob bei Saccharomyces cerevisiae tiber- 
haupt eine Strahlenresistenz auftritt. 


Dies geschah dadurch, da ein Hefestamm wiederholt mit einer bestimmten 
Dosis bestrahlt wurde, und zwar jeweils vor Ansetzen einer neuen Subkultur. Nach 
jeder zweiten oder dritten Bestrahlung wurde untersucht, ob sich die UV-Empfind- 
lichkeit der Hefezellen geandert hat, indem in gewissen Abstanden vom Zeitpunkt 
der Bestrahlung an die relative Triibung der Flissigkeitskulturen gemessen wurde. 
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verlauf von Kulturen nach der 1., 2., 8. und 
16. UV-Bestrahlung. (Dosis 40 sec) 
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Abb. 4. Saccharomyces cerevisiae. Wachstums 
verlauf von Kulturen nach der 1., 2., 4., 12 
und 30. UV-Bestrahlung. (Dosis 100 sec) 
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Abb. 5. Saccharomyces cerevisiae. Wachstumsverlauf von Kulturen nach der 1., 2., 8. 
und 18. UV-Bestrahlung. (Dosis 140 sec) 
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Die erhaltenen Triibungswerte in Abhangigkeit von der Zeit ergeben die in Abb. 1—5 
dargestellten Wachstumskurven. Mit dieser Methode kénnen auch geringe An- 
derungen der UV-Empfindlichkeit noch erfaBt werden. 

Insgesamt sind ftinf Versuchsserien durchgefiihrt worden, die sich 
lediglich durch die Dosis unterschieden, mit der die einzelnen Subkul- 
turen bestrahlt wurden. In der ersten Versuchsserie betrug die Bestrah- 
lungszeit jeweils 40, bei den tibrigen 60, 80, 100 und 140 sec. In allen Ver- 
suchen sind 5—6 Parallelkulturen angesetzt worden, deren Wachstums- 
kurven zu einem Mittelwert 
zusammengefaBt werden konn- 
ten. Von jeder Versuchsserie 
sind einige solcher Mittel- 
wertskurven in den Abb. 1—5 
wiedergegeben. 

Der Wachstumsverlauf einer 
Kultur ist durch die Linge der 
lag-Phase und die mittlere Gene- 
rationsdauer, dic aus der Steigung 
des logarithmischen Kurventeils 
errechnet werden kann, hinreichend 
charakterisiert. Daher. wurden in 
den folgenden Untersuchungen nur 
die ersten beiden Abschnitte der 


Wachstumskurven bestimmt. Der Abb. 6. Schema einer Wachstumskurve. J lag-Phase; 
genaue Wert der lag-Phase laBt sich IT logarithmische Phase; IIZ stationire Phase 


oft nur sehr schwer ermitteln, da 
der Ubergang von lag-Phase zu logarithmischer Phase haufig nicht scharf ist. Deshalb 


wird die Lange der lag-Phase (lag-Wert) in derartigen Untersuchungen meist dadurch 
bestimmt, da8 der geradlinige Teil der Kurve riickwarts verlangert wird bis zum 
Schnittpunkt mit der Achsenparallelen, die durch den Anfangswert der Triibung 
geht (Abb. 6), (vgl. BeckHorn 1952; HinsHELwoop 1946). 


Ergebnisse. In Abb. 1—5 (Mittelwertskurven) sind von jeder Ver- 
suchsserie die Wachstumskurven einiger bestrahlter Subkulturen sowie 
je eine Kurve einer unbestrahlten Kontrollkultur (K) wiedergegeben. 

Alle bestrahlten Kulturen zeigen gegentiber den Kontrollen eine er- 
hebliche Verlangerung der lag-Phase, wahrend sich hinsichtlich der mitt- 
leren Generationsdauer bestrahlte und unbestrahlte Kulturen nicht 
unterscheiden (die geradlinigen Kurventeile sind nahezu parallel). 

In jeder Versuchsserie ist die Verlingerung der lag-Phase nach der 
ersten Bestrahlung am starksten. Der lag-Wert wird kleiner mit zu- 
nehmender Anzahl von Bestrahlungen. Die Verkiirzung der lag-Werte 
erfolgt aber nicht kontinuierlich von einer Bestrahlung zur anderen, 
sondern ist nach den ersten drei bis fiinf Bestrahlungen besonders stark. 

Weiterhin fallt auf, daB in der Versuchsserie, in der die einzelnen Sub- 
kulturen mit der héchsten Dosis (140 sec) bestrahlt wurden, die Abnahme 
der lag- Werte nach wiederholter Bestrahlung relativ gering ist. AuBerdem 
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sind die Schwankungen zwischen den lag-Werten der einzelnen Ver- 
suche dieser Serie weitaus grofer als in den iibrigen. 

Zur Deutung von Wachstumskurven UV-bestrahlter Kul- 
turen. Die Wachstumskurve einer Kultur spiegelt nicht unbedingt den 
Wachstumsverlauf jeder Einzelzelle wider. Daher kann aus der Verlan- 
gerung des ersten Abschnittes der Wachstumskurve einer bestrahlten 
Kultur nicht ohne weiteres geschlossen werden, da bei jeder einzelnen 
Zelle der Teilungsbeginn verzégert ist. Wenn namlich ein Teil der Zellen 
durch die Bestrahlung abgetétet wird, und alle tiberlebenden Zellen 
sofort zu sprossen beginnen, so erhalt man fiir das Wachstum dieser: 
Kultur eine Kurve von ahnlichem Verlauf. SchlieBlich miBte man dieselbe: 
Wachstumskurve erhalten, wenn ein Teil der Zellen der bestrahlten 
Kultur zwar abgetétet wiirde, die tiberlebenden Zellen jedoch nicht: 
sofort, sondern erst nach einiger Zeit zu sprossen begannen. 

Welcher dieser drei méglichen Fille hier nun tatsichlich realisiert ist, 
soll in den folgenden Untersuchungen geklart werden. 

Kriterium fiir UV-Resistenz. Von der Entscheidung dieser Frage 
wird es abhangen, wie die in allen Versuchen beobachtete Verkiirzung der 
lag-Phase mit zunehmender Anzahl der Bestrahlungen zu erklaren sein 
wird. Denn nach dem eben Dargelegten gibt es hierfiir zwei Méglich- 
keiten: Entweder erhoht sich der Prozentsatz der iiberlebenden Zellen, 
oder es wird die anfingliche Sprossungshemmung der lebensfaihigen 
Zellen nach wiederholter Bestrahlung verringert. 

Wie auch diese UV-Resistenz einer Kultur zustande kommen mag, 
immer wird sie angezeigt durch eine Verkiirzung der lag-Phase. Damit 
erweisen sich die lag-Werte (bzw. deren Veranderung) als eindeutiges 
Kriterium fiir das Resistenzverhalten bestrahlter Kulturen. 

Die wesentlichsten Ergebnisse dieser Versuchsgruppe kénnen somit 
wie folgt zusammengefaBt werden: In allen fiinf Versuchsreihen trat 
eine UV-Resistenz auf. Sie war jedoch nach Bestrahlung mit hoher Dosis 
(140 sec) geringer als bei kiirzer bestrahlten Kulturen. 


2.Versuche zur Bestimmung der Dosiseffekt-Kurven 
resistenter und normaler Stimme 

Nach den dargestellten Versuchsergebnissen bleibt es ungeklart, ob sich 
die resistenten Hefestéimme von den normalen dadurch unterscheiden, 
da® bei ihnen nach gleicher Bestrahlung der Prozentsatz der abgetéteten 
Zellen kleiner ist, oder ob die Zellen der resistenten Stamme nur eine 
geringere Sprossungshemmung aufweisen als die normal empfindlichen 
Zellen. Dies sollte daher in den folgenden Untersuchungen naher gepriift 
werden. 


Methode (Erginzung fiir Plattenversuche): Mit dem Plattentestverfahren 
wurde der Prozentsatz der itberlebenden Zellen nach Bestrahlung mit abgestuften 
Dosiswerten (20—300 sec) festgestellt, und zwar sowohl bei normal empfindlichen 
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als auch bei resistenten Staémmen. Dies geschah im einzelnen dadurch, daB die in 
der iblichen Weise fiir die Bestrahlung vorbereitete Zellsuspension auf mehrere 
Schalchen (@ 5 cm) verteilt wurde. Jedes Schalchen enthielt 4,2 ml Suspension und 
wurde eine bestimmte Zeit (zwischen 20 und 300 sec) bestrahlt. Danach wurden die 
einzelnen, verschieden bestrahlten Zellsuspensionen verdiinnt, bis in 0,1 ml (Impf- 
menge je Platte) nur noch etwa 200—500 iiberlebende Zellen enthalten waren. Der 
hierfiir erforderliche Verdiinnungsgrad mu8te in Vorversuchen bestimmt werden. 
Mit jeder Suspension wurden 8—10 Platten beimpft. Ganz entsprechend ist mit 
unbestrahlter Suspension dieselbe Anzahl Kontrollplatten beimpft worden. Nach 
achttagiger Bebriitung in einem Thermostaten bei 25 + 0,5° © konnten die iiber- 
lebenden Zellen ausgezihlt werden. Eine Hefezelle wurde dann als iiberlebend be- 
trachtet, wenn sie eine mit bloBem Auge sichtbare Kolonie bildete. Die Dosiseffekt- 
Kurve des Normalstammes stellt eine Mittelwertskurve dar aus vier getrennt durch- 
gefiihrten Versuchen. 


Ergebnisse. Wie man aus der Darstellung in Abb. 7a—e ersehen 
kann, ist der Prozentsatz der iiberlebenden Zellen nach gleicher Bestrah- 
lung bei allen resistenten Staémmen héher als beim Normalstamm. 

Diese Unterschiede der Uberlebendenraten sind jedoch nicht in dem 
gesamten untersuchten Dosisbereich gleich groB. Nach einer Bestrah- 
lungszeit von 200 sec nahern sich die Dosiseffekt-Kurven der normalen 
und resistenten Stamme, so daB die Differenzen nicht mehr signifikant 
sind. Aus der Abflachung aller Dosiseffekt-Kurven in diesem Bereich 
kann wohl geschlossen werden, dafiX auch nach langer UV-Bestrahlung 
noch einige Zelien ungeschadigt bleiben. Offenbar verhalten sich in dieser 
Hinsicht normale und resistente Stémme gleich. 

Dieses Verhalten nach extrem hohen UV-Dosen mu in besonderen 
Untersuchungen noch genauer gepriift werden, da es fiir eine Erklarung der 
Resistenzbildung gegen UV-Bestrahlung von entscheidender Bedeutung 
sein kann. 

Wie bereits festgestellt wurde, ist die Resistenzbildung bei dem 
Stamm 140 nur gering. Daher ist es verstandlich, das der Unterschied 
zwischen der Dosiseffekt-Kurve dieses und des Normalstammes nur bis 
zu einer Bestrahlungszeit von 60 sec statistisch zu sichern ist, wahrend 
bei allen iibrigen Staémmen die Unterschiede zum Normalstamm bis zu 
einem Dosiswert von 200 sec signifikant sind. 

Beziiglich der Form der Dosiseffekt-Kurven zeigt sich zwischen den 
verschiedenen Stimmen ein beachtlicher Unterschied. Wahrend die 
Kurve des Normalstammes im ersten Abschnitt exponentiell verlauft, 


sind die Kurven aller resistenten Stamme eindeutig ,,sigmoid". 

Auch Witkin (1946) konnte diesen unterschiedlichen Kurvenverlauf resistenter 
und normaler Stamme bei Escherichia coli beobachten. Daraus wollte man ableiten, 
da® der resistente Stamm polyploid sein miisse. Denn bei polyploiden Hefen wurden 
gleichfalls sigmoide Dosiseffekt-Kurven festgestellt. (CaLpas et al. 1951 ; DE Lone 
et al. 1951.) Doch nach SaracueEx (1954) scheint der Ploidiegrad von Hefestammen 
nur von geringem Einflu8 auf ihre UV-Empfindlichkeit zu sein. AuBerdem geben 
die angestellten morphologischen Untersuchungen keinerlei Anhaltspunkte fiir 
eine Deutung der Resistenzbildung durch Polyploidisierung des Normalstammes. 
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Der in allen Versuchen verwendete normal empfindliche Stamm von Saccharo: 
myces cerevisiae war nicht genetisch gepriift worden. Nach dem exponentiellen Ver: 
lauf seiner Dosiseffekt-Kurve muB er jedoch haploid sein; denn alle untersuchter 
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ades resistenten Stammes 40 (gewonnen durch wiederholte 40 sec lange UV-Bestrahlung); b de 

resistenten Stammes 60 (gewonnen durch wiederholte 60sec lange UV-Bestrahlung); ¢ des resistenter 

Stammes 80 (gewonnen durch wiederholte 80 sec lange UV-Bestrahlung); ddes resistenten Stamme 

100 (gewonnen durch wiederholte 100 sec lange UV-Bestrahlung): e des resistenten Stammes 14 
gewonnen durch wiederholte 140 sec lange UV-Bestrahlung) 
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diploiden Stamme zeigten ,,sigmoide“ Kurven (Caupas et al. 1951; pp Lone et al. 
1951; SaRacHEK 1954). 

Die sigmoiden Dosiseffekt-Kurven der resistenten Stamme weichen in 
einzelnen Abschnitten mehr oder weniger stark von einander ab. Der 
erste flache Teil der Kurve des Stammes 80 (gewonnen durch mehr- 
malige, 80 sec lange Bestrahlung) endet gerade bei einer Bestrahlungs- 
zeit von 80 sec (Abb. 7c). Dieser Stamm ist also gegen eine maximal 
80 sec lange UV-Bestrahlung relativ unempfindlich. Schwacher ist diese 
Erscheinung bei den Kurven der Stimme 60 und 140 ausgeprigt, 
wahrend die iibrigen beiden Kurven iiberhaupt keine derartige Bezichung 
zeigen zwischen einer minimalen Empfindlichkeit und der Bestrahlungs- 
zeit, mit der sie zuvor wiederholt bestrahlt wurden. 


3. Sprossungshemmung bei normalen 
und restistenten Hefestimmen 


Nach Bestrahlung mit niedriger UV-Dosis wurde wiederholt eine 
Sprossungshemmung beobachtet (OsTER 1934; ScHREIBER 1934), die 
einige Zeit anhalt. Danach beginnen die Zellen normal zu sprossen. Es 
besteht nun die Frage: Unterscheiden sich die verschiedenen Staémme 
auch hinsichtlich der Sprossungshemmung ? 

Zwar wurden in der ersten Versuchseruppe fiir normale und resistente Kulturen 
nach Bestrahlung mit gleicher UV-Dosis unterschiedliche lag-Werte gefunden. Doch, 
wie bereits dort ausgefiihrt, kann man hieraus nicht ohne weiteres auf die lag-Werte 
der einzelnen Zellen (also Grad der anfanglichen Sprossungshemmung) schlieBen. 
Dieser Unterschied der lag-Werte normaler und resistenter Kulturen nach gleicher 
Bestrahlung kénnte auch lediglich durch die verschiedenen Uberlebendenraten 
beider Stamme zustande kommen. 

Die Methode blieb im wesentlichen unverandert. Zellen des Normalstammes 
wurden 40, 60, 80 und 100 sec bestrahlt. Jeder resistente Stamm wurde nur mit 
einem bestimmten Dosiswert bestrahlt, und zwar Stamm 40: 40 sec; Stamm 60: 
60 sec usw. In jedem Versuch sind 8—10 Platten beimpft worden. Es wurde nicht 
wie bisher nur der Endwert der iiberlebenden Zellen festgestellt, sondern jeweils 
im Abstand von 12—24 Std ist die Anzahl der mit bloBem Auge sichtbaren Kolo- 
nien bestimmt worden. Nach 8 Tagen erhdéhte sich die Kolonienzahl nicht mehr. 
Dieser Maximalwert wurde gleich 100 gesetzt und die zu den einzelnen Zeitpunkten 
ermittelten Kolonienzahlen hierauf bezogen (Abb. 8a—d). 

Nach gleicher UV-Bestrahlung wird der Endwert der Kolonienzahl bei 
den resistenten Stémmen drei Tage friiher erreicht als beim Normal- 
stamm. Dies kann nur so erklart werden, daB die Sprossungshemmung 
der kolonienbildenden Zellen des resistenten Stammes wesentlich ge- 
ringer ist als die des Normalstammes. Bei den Kurven des Normal- 
stammes ist aber nicht nur der Zeitpunkt gleich, zu dem der Endwert 
der Kolonienzahl erreicht wird, sondern auch der des ersten Auftretens 
sichtbarer Kolonien. Die Variationsbreite hinsichtlich der Sprossungs- 
hemmung, die ja gegeben ist durch den zeitlichen Abstand zwischen 
erstem und letztem Erscheinen sichtbarer Kolonien, ist in allen Versuchen 
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gleich groB8 und damit unabhingig von der Bestrahlungszeit. Danach: 
kommen maximal gehemmte Zellen in nur kurz bestrahlten Kulturen: 
ebenso vor wie solche mit geringer Sprossungshemmung nach langerer} 
Bestrahlung (100 sec). Der Anteil starker gehemmter Zellen erhéht sich. 
mit zunehmender Bestrahlungszeit, wie aus dem Verlauf der Kurven in 
Abb. 8a—d ohne weiteres: 
zu ersehen ist. 

Bei einem Vergleich der! 
Kurven der resistenten und 
normalen Stamme fallt zu- 
nachst auf, daB die Varia- 
tionsbreite beziiglich der 
UV-Empfindlichkeit in re- 
sistenten Kulturen wesent- 
lich geringer ist. Maximal 
sprossungsgehemmte Zellen 
(erst nach 7 Tagen sichtbare 
Kolonien bildend) kommen 
offenbar bei diesen Stéim- 
men nicht vor. 
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Stamm. (Beide Stiimme waren vor Beimpfen der Platten 


Man k6onnte sich nun 


40sec a, 60sec b, 80sec ¢ und 100 sec d bestrahlt worden) vorstellen, die letale und 


subletale (Sprossungshem- 
mung) Wirkung der UV-Strahlen erfolge iiber zwei verschiedene, von- 
einander unabhiangige Mechanismen und die resistenten Stimme waren 
gegen beide Wirkungsmechanismen weniger empfindlich. Anderer- 
seits aber kénnten Sprossungshemmung und Abtétung durch denselben 
Mechanismus bewirkt werden, etwa in der Art, daB extrem sprossungs- 
gehemmte Zellen absterben, ehe die Hemmung aufgehoben ist. 


In Versuchen iiber Resistenzbildung gegen Hemmstoffe wurde dieser Fall beob- 
achtet (Baskett et al. 1951; Hinsaenwoop 1946). Einige Befunde aus Unter- 
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suchungen iiber die morphologische Wirkung der UV-Strahlen sprechen ebenfalls 
fiir diese Auffassung. 

Da extrem sprossungsgehemmte Zellen nur beim Normalstamm vor- 
kommen, ist es verstandlich, daB dieser nach gleicher Bestrahlung weni- 
ger tiberlebende Zellen aufweist als die resistenten Stamme. Normaler 
und resistenter Stamm 
wiirden sich danach ledig- “™ 
lich durch den Grad der 
Sprossungshemmung unter- 
scbeiden. 


'=100) 
s 


s 


5. Versuche mit 
extrem hoher UV-Dosis 
Weiterhin war nun zu 
priifen, ob die resistenten 
Stamme durch Selektion 0 


Kolonienzah/ (Endwert 
Sa 


(AAP; Sey Tews a7, o lage e 


yon Mutanten oder nicht- Zeit nach Beimpten der Platten 
mutativ entstanden sind. Abb. 8c 

Wie bereits festgestellt, 
werden die Dosiseffekt- “™ ge 


Kurven der resistenten und L 
normalen Stamme im Be- oe 
reich hoher UV-Dosen 
flacher und nahern sich der 
Abszisse (Abb. 7a—c). Fiir 
eine Erklarung kénnte man 
zunachst annehmen, daB in 
einer Kultur vorhandene 
strahlenresistente Mutan- fiaigeaa ys fi uing ior ennn yenamaTage o 
ten sich gerade in ihrem Zeit nach Beimpten der Platten 
Verhalten gegen hohe UV- Abb. 8d 

Dosen von normal empfind- 

lichen Zellen unterscheiden. Ob die nach starker Bestrahlung tber- 
lebenden Zellen tatsichlich resistente Mutanten sind, 148t sich experi- 
mentell ohne weiteres nachweisen. 


Tn mehreren Versuchen wurden insgesamt 3,98 - 10’ Zellen 300 sec (Bestrahlungs- 
stirke: 2,0 - 10° erg/sec/em?) bestrahlt und in der iiblichen Weise auf Platten ge- 
impft. Hiervon vermochten nur 22 Zellen sichtbare Kolonien zu bilden. Jede ein- 
zelne dieser Kolonien wurde auf UV-Resistenz geprift, indem jeweils die Uber- 
lebendenraten nach 20, 40 und 80 sec langer Bestrahlung bestimmt wurden. Die 
nach 80 sec langer UV-Bestrahlung erhaltenen Werte sind in Tab. 1 wiedergegeben. 


Zum Vergleich wurden die Uberlebendenraten des normalen und eines 
strahlenresistenten Stammes (80) nach 80 sec langer UV-Bestrahlung 


angefiihrt. Die Differenz zwischen dem Wert des resistenten Stammes und 
24* 


Ss 
T 


Kolonienzah! (Endwert=100) 


>: 


S 
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den fiir die 22 Kolonien erhaltenen Uberlebendenraten ist so groB, daB es: 
sich bei diesen nach extrem langer Bestrahlung noch tiberlebenden: 
Zellen unméglich um strahlenresistente Mutanten handeln kann; denn: 
solche miiBten eine maximale Resistenz zeigen. 


Tabelle 1. Saccharomyces cerevisiae, 80 sec lange UV -Bestrahlung 
tiberlebende Zellen (in %) 
a) des Normalstammes, b) des resistenten Stammes 80, c) von 22 Stéimmen, 
die von iiberlebenden Zellen nach langer UV-Bestrahlung angelegt wurden 


J berlebende 
i 5 ora a Enis pene (%) 

a) Normal- Nr. 10 0,27 
Stamm 0,66 reel 1 | 0,53 
b) resist. ae | 0,26 
Stamm 80 29,3 eee | 0,88 
c) Stamm e144 0,40 
Nr. 1 0,67 is 0,52 
ie eee 0,48 ap HG 0,48 
Ae 0,77 ae aly 0,73 
raemeee 0,48 18 0,80 
ee 0,97 aang 19 0,50 
js 6 0,19 520. 0,68 
Bo MY 0,31 ee Kh 0,78 
oes 0,38 eM 32) 0,27 

ay af) 0,61 ) 


Mit der hier angewandten Methode ist es WirkKrn (1946) gelungen, Kolonien von 
Escherichia coli mit maximaler UV-Resistenz zu isolieren. Es diirfte sich daher in 
ihrem Falle wohl eindeutig um Mutanten handeln. 

ENGELHARD et al. (1950), die ebenfalls nach langer UV-Bestrahlung noch 
itberlebende und kolonienbildende Hscherichia-coli-Zellen auf ihre UV-Empfindlich- 
keit priiften, konnten bei diesen keine erhdhte UV-Resistenz feststellen. Sie nah- 
men daher an, ,,es miisse eine von der Vorbehandlung unabhingige Wahrschein- 
lichkeit fiir UV-Resistenz bestehen‘. , 

Kine andere Erklirungsméglichkeit fiir die nach langer UV-Bestrahlung noch 
itberlebenden Zellen bietet sich, wenn man beriicksichtigt, daB die Abflachung der 
Dosiseffekt-Kurven anscheinend nur bei Verwendung von Hg-Hochdrucklampen 
mit breiterem Spektralbereich auftritt. Da diese Lampen auch noch iiber 350 my 
ausstrahlen, kénnten hierdurch einige UV-geschidigte Zellen bereits photo- 
reaktiviert werden. HenmKr (1954) z. B. erhielt eine Photoreaktivierung bei 
Escherichia coli, indem er gleichzeitig UV 254 mu und solches iiber 350 my bot. 


6. UV-Empfindlichkeit der beim Plattentest zuerst 
erscheinenden Kolonien 
Als die Sprossungshemmung untersucht wurde, konnte beziiglich der 
lag-Phase der einzelnen Zellen einer normal empfindlichen Kultur eine 
groBere Variationsbreite beobachtet werden. Wahrend nach voraus- 
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gehender UV-Bestrahlung die ersten mit bloBem Auge sichtbaren Kolo- 
nien bereits nach eineinhalb Tagen auftraten, erschienen die letzten erst 
nach etwa einer Woche (Abb. 8a—d). 

Nimmt man nun an, eine Hefekultur setze sich vornehmlich aus nor- 
malen Zellen und einem kleineren Teil UV-resistenter Mutanten zusam- 
men, so miissen diese, sollen sie nach UV-Bestrahlung in einer Kultur 

-angereichert werden, eine kiirzere lag-Phase besitzen als die normalen 
Zellen, d.h. die bereits nach ein bis eineinhalb Tagen auftretenden 
Kolonien miiBten aus Mutanten bestehen mit maximaler Resistenz. 

In mehreren Versuchen wurde die UV-Empfindlichkeit der nach 80 
bzw. 100 sec langer Bestrahlung zuerst erscheinenden Kolonien gepriift, 
und zwar auf dieselbe Weise wie in den Untersuchungen des voran- 
gehenden Abschnittes. Die Ergebnisse der einzelnen Versuche stimmen 
weitgehend tiberein. Daher sollen nur die Daten eines Versuches wieder- 
gegeben werden, in dem die ersten sieben Kulturen gepriift wurden. Die 
Uberlebendenraten dieser sieben Kolonien sind zusammen mit den ent- 
sprechenden Werten eines normalen und resistenten Stammes (80) in 
Tab. 2 dargestellt. 


Tabelle 2. Saccharomyces cerevisiae, 80 sec lange UV-Bestrahlung iiberlebende Zellen 
(in Prozent) 
a) des Normalstammes, b) des resistenten Stammes SO, 
c) der ,,zuerst erscheinenden Kolonien* (nihere Erlauterung im Text) 


a) b) resi- c) Stamm Nr. 
Normal- stenter = 
piemuievanam S|. 14 1 ea Se 2h ae lo war |p 6) as 


0,66 | 29,3 | 0,38 | 0,87 | 0,74-| 0,24 | 0,11 | 0,20 | 0,41 


Beim Vergleich mit den Werten des resistenten Stammes ergibt sich 
eindeutig, daB keine dieser gepriiften Kolonien eine nennenswerte UV- 
Resistenz besitzt. Es kann sich also hierbei nicht um Mutanten handeln. 


Sollten diese Zellen mit der geringsten lag-Phase bei der UV-Bestrahlung nicht 
oder nur schwacher getroffen worden sein als die iibrigen Zellen, so miiBte der pro- 
zentuale Anteil der nach ein bzw. eineinhalb Tagen erscheinenden Kolonien bei 
normalem und resistentem Stamm nach einer bestimmten UV-Dosis gleich groB 
sein. Dies trifft aber nicht zu (vgl. Abb. 8a—d). 


8. Morphologische Wirkungen durch UV-Bestrahlung 


Es wurde wiederholt beobachtet, daB nach Bestrahlung mit UV bei Hefen ab- 
normal grofe Zellen auftreten (OstER, 1934; SCHREIBER, 1934; TowNSEND et al., 
1953). Ahnliche ,,Riesenformen“‘ kommen offenbar auch bei bestrahlten Bakterien 
vor (ENGELHARD et al., 1950; Smmonis, 1953; WrrKin, 1946; Wyss et al., 1950). 
Nach Bavcu (1943) handelt es sich bei dieser ,,Riesenzellbildung um eine all- 
gemeine Erscheinung, die nach UV-, Réntgen- und Gamma-Bestrahlung bei den 
verschiedensten Mikroorganismen beobachtet werden kann. 

Die Entstehung solcher Riesenformen kénnte nach ERRERa (1953) durch eine 
Hemmung der DNS-Synthese und damit der Teilungsfahigkeit erklirt werden, 
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wihrend gleichzeitig die Wachstumsprozesse normal weiterlaufen. Diese Vorstellung | 
wird gestiitzt durch Untersuchungen von TowNsEND et al. (1953) und eigene Beob- | 
achtungen, wonach solche ,,Riesenformen“ nur auftreten, wenn geniigend Kohlen- | 
stoff- und Stickstoffquellen in der Nahrlésung vorhanden sind. 

Die Frage nach dem weiteren Verhalten dieser ,,Riesenzellen“ wird unterschied- 
lich beantwortet. Bauon (1943) und Lararser (1952) beobachteten neben Zellen, 
die ihre Teilungsfahigkeit ganzlich verloren hatten, solche, die nach einiger Zeit | 
wieder normal zu sprossen begannen. TOWNSEND et al. (1953) berichten dagegen, 
daf fast alle ,,Riesenzellen‘‘ teilungsunfahig waren. Nur wenige fiihrten noch 
maximal zwei bis drei Teilungen durch. 


Abb. 9. Riesenzelle, Abb. 10. Riesenzelle mit einer Tochterzelle; 


nur einen schlauchartigen Fortsatz austreibend. beide durch einen Plasmaschlauch verbunden. 
(630fach vergr.) (630fach vergr.) 


Abb. 11a—ec. Riesenzellen, noch weitere Tochterzellen ausbildend. (630fach vergr.) 


Aus den erwihnten Arbeiten geht nicht klar hervor, ob sich alle ,,Riesen- 
zellen“ einer bestrahlten Kultur gleich verhalten, oder ob hinsichtlich ihres 
Schadigungsgrades eine gréBere Variabilitat besteht. Dies ist aber fiir eine 
Deutung der beobachteten Resistenzbildung von Interesse. Daher sollte 
diese Frage in den folgenden Untersuchungen niher gepriift werden. 

In der iiblichen Weise wurden Hefekulturen 20, 40, 60, 80 und 100 see 
bestrahlt und anschlieBend in gewissen Zeitabstiénden mikroskopisch 
gepriift. Der prozentuale Anteil der ,,Riesenzellen“’, die maximal das 
Achtfache der NormalgréBe erreichten, war um so héher, je kiirzer die 
betretfende Kultur bestrahlt wurde. 

In der 100 see bestrahlten Kultur traten nur einzelne ,,Riesenzellen‘ 
auf, die alle offenbar ihre Teilungsfihigkeit verloren hatten, denn die 
Kntstehung einer Tochterzelle konnte nie beobachtet werden. Kinige 
Zellen trieben allerdings einen schlauchartigen Fortsatz aus (Abb. 9). 

Nach einer Bestrahlungszeit von 60 see bildeten die meisten dieser 
,,Riesenformen™ eine Tochterzelle, die stets durch einen Schlauch mit 
der Mutterzelle verbunden blieb (Abb. 10). Nur vereinzelt erfolgten 
1—2 weitere Teilungen (Abb. 11a und b) 
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Die nur 20 und 40 sec bestrahlten Kulturen enthielten auch ,,Riesen- 
zellen“, die groBere SproBketten und schlieBlich auch Kolonien bildeten 
(Abb. 11c). Stets war die erste Tochterzelle mit der Ausgangszelle durch 
einen Schlauch verbunden. Die ersten Tochterzellen waren der Mutter- 
zelle meist noch ahnlich. Nach einiger Zeit konnten aber auch véllig 
normale Zellen abgetrennt werden. Dieser Riickschlag zur normalen 
ZellgréBe wurde jedoch nicht in allen Fallen beobachtet. 

Ob die ,,Riesenzellen“ einer bestrahlten Kultur teilungsfahig sind oder 
nicht, hangt offenbar weitgehend von der angewendeten UV-Dosis ab. 
Das unterschiedliche Ergebnis von TowNSEND et al. (1946) und Bauc# 
(1943) laBt sich wohl dadurch erklaren, daB beide Autoren mit ver- 
schiedenen Dosiswerten bestrahlten und diese in ihren Versuchen nicht 
variierten. 

Neben Riesenzellen wurden in bestrahlten Kulturen auch normale und 
»geschrumpfte Zellen beobachtet. Der Anteil der Zellen normaler GréBe 
war um so hoher, je kiirzer die betreffende Kultur bestrahlt wurde. Die 
»geschrumpften“ Zellen traten vor allem in langer bestrahlten Kulturen 
auf. Suspendiert man bestrahlte Hefezellen in einer Acridinorangelésung, 
so fallt auf, daB die ,,geschrumpften“’ Hefezellen schon kurze Zeit nach 
der Bestrahlung erheblich mehr Farbstoff speichern als die tibrigen 
Zellen, was nach SrrueceEr (1944) darauf hinweist, da die ,,geschrumpf- 
ten Zellen zu diesem Zeitpunkt bereits tot sind. Dagegen waren auch 
teilungsunfahige ,,Riesenzellen‘‘ einige Tage nach der Bestrahlung noch 
lebend. 

Nach all den erwaihnten Beobachtungen scheinen in einer bestrahlten 
Kultur flieBende Uberginge zu bestehen zwischen morphologisch nor- 
malen, mehr oder weniger groBen (Riesenformen) und schlieBlich ,,ge- 
schrumpften‘‘ Zellen, und zwar sind diese offenbar maximal geschadigt, 
wiihrend die Zellen normaler Gro8e nur eine Sprossungshemmung auf- 
weisen. 


Diskussion der Ergebnisse 


a) Nach neueren Untersuchungen scheint die UV-Wirkung auf lebende 
Zellen iiber mehrere, méglicherweise voneinander unabhangige Mechanis- 
men zu erfolgen (vgl. Stmonzs 1953 u. 1955, und die dort angegebene 
Literatur). Diskutiert werden vor allem eine direkte Strahlenwirkung, 
d.h. die Annahme, der Absorptionsort sei identisch mit dem Wirkungs- 
ort, und eine indirekte Strahlenwirkung, also die Annahme einer Schadi- 
gung der Zelle durch primar gebildete Giftstoffe irgendwelcher Art. 

b) Auf Grund dieser Vorstellung der UV-Wirkung kénnen sich nor- 
male und strahlenresistente Stamme einmal dadurch unterscheiden, daB 
diese gegen alle Wirkungsmechanismen weniger empfindlich sind als 
jene, oder es wird nur gegen eine bestimmte UV-Wirkung eine Resistenz 
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ausgebildet, wihrend durch die iibrigen Wirkungsmechanismen beide: 
Stéimme in gleicher Weise geschadigt werden. ; 

Wie Untersuchungen tiber Photo- und Warmereaktivierung zeigten, 
ist bei Escherichia coli diese zweite Moglichkeit realisiert (ANDERSON: 
1949; Sturn et al. 1953). Ob dies auch fiir Saccharomyces cerevisiae z 1- 
trifft, konnte nicht eindeutig entschieden werden. 

c) Die Ergebnisse des zweiten Teils der Untersuchungen lassen sich 
mit der Mutations- und Selektionstheorie nicht erkliren. Dies gelingt! 
auch nicht durch zusatzliche Annahmen, etwa der Art, daB die Ausbil- 
dung der Strahlenresistenz tiber mehrere Mutationsschritte erfolge. 
Denn auch in diesem Falle miiBten sich beziiglich der UV-Empfindlich- 
keit Unterschiede ergeben zwischen dem Normalstamm und den im 
Plattentest zuerst erscheinenden Kolonien. Ferner kénnte die besonders 
starke Resistenzsteigerung nach den ersten Bestrahlungen hierdurch 
schwer erklart werden. ‘ 

Ks sei auch nochmals auf das in mehrfacher Hinsicht unterschiedliche 
Verhalten zwischen der strahlenresistenten Mutante von Escherichia coli 
(WrrKIN 1946) und den resistenten Stémmen von Saccharomyces cer 
visiae hingewiesen. 

d) Die Resistenzbildung diirfte wohl eher durch irgendeine Modifi- 
kation im Cytoplasma bedingt sein, die sich nachtraglich stabilisiert, also 
zur Dauermodifikation wird, und daher viele Zellgenerationen hindurch 
erhaltenbleiben kann. Voraussetzung hierfiir wire, daB mindestens ein 
Mechanismus des UV-Wirkungssystems im Cytoplasma angreift und do 
etwa einen toxischen Stoff bildet. Eine solche Vorstellung wiirde gestiitzt 
durch die Untersuchungen von ALpous et al. (1952) und GruszE et a 
(1947). 

Welches Strahlengift in der Zelle nun tatsichlich entsteht, konnt: 
noch nicht eindeutig nachgewiesen werden. Es wurde jedoch wiederhol 
die Vermutung gedéuBert, daB es sich hierbei um organische Peroxyde 
handeln kénne (Srery et al. 1955). Auch einige Versuchsergebnisse 
Latarsets (1952) weisen in diese Richtung. Nach einer Vorstellung 
ABRAHAMS (1953) kénnte die Zelle méglicherweise adaptiv ein Enzym 
bilden, das diese toxische Substanz abzubauen vermag. 

Danach wire also letztlich die Entstehung einer Strahlenresistenz 
durch eine adaptive Enzymbildung erklarbar. 

e) Wie bei der Ermittlung der Dosiseffekt-Kurven festgestellt wurde, 
bestehen bei einigen dieser Kurven, allerdings nur andeutungsweise, 
gewisse Beziehungen zwischen maximaler Resistenz und der Dosis, mit 
der die betreffende Kultur zuvor wiederholt bestrahlt wurde (Abb. 8b, 
8c u. 8e). 

Diese Beobachtungen kénnen vielleicht mit Untersuchungsergebnissen 
tiber Hemmstoffresistenz in Zusammenhang gebracht werden. Danach 
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bestehen allgemein deutliche Beziehungen zwischen Resistenzgrad und 
der Hemmstoffkonzentration, bei der die betreffenden Stamme mehrfach 
kultiviert wurden, und zwar derart, daB die Bakterienstamme gegen die- 
jenige Hemmstoffkonzentration maximal resistent sind, bei der sie 
zuvor wiederholt kultiviert wurden (CLAaus 1956; HAGus et al. 1952). 

Dieses Verhalten wird verschiedentlich als besonderer Hinweis auf 
eine nicht-mutative Resistenzbildung gewertet (DEAN et al. 1953; 
MANDELSTAM et al. 1952). 

f) Wie bereits eingangs erwahnt, wurde in allen mit Bakterien durch- 
gefiihrten Untersuchungen die Ausbildung von Strahlenresistenz durch 
| Selektion von Mutanten erklart. Es miiBte in weiteren Versuchen ge- 

priift werden, ob etwa im Gegensatz zu dem bei Hefen Festgestellten die 
Strahlenresistenz bei Bakterien vorwiegend mutativ entsteht. Das ware 
durchaus denkbar, nahme man an, der Strahlenschutz, den der Kern bzw. 
die Nucleoide durch das Plasma erfahren (vgl. hierzu Mazra et al. 1950), 
sei bei Hefen gréBer als bei Bakterien. DaB das Cytoplasma bei UV-Be- 
strahlung von Hefen allgemein eine gréBere Rolle spielt als bei Bakterien, 
geht u.a. aus den bereits erwihnten Arbeiten von ALpous et al. und 
_GizsrE et al. hervor. 

g) In Untersuchungen iiber Hemmstoffresistenz wird gelegentlich 
darauf hingewiesen, da® die beiden Erklarungsméglichkeiten fiir eine 
Resistenzbildung sich gegenseitig nicht auszuschlieBen brauchen, d. h. 
nicht nur bei verschiedenen Organismen, sondern bei ein und demselben 
Stamm ware die Entstehung einer Resistenz mit beiden Theorien erklar- 
bar. Und zwar soll eine Resistenz gegen gerade noch ertragliche Hemm- 
stoffkonzentrationen in erster Linie nicht-mutativ (adaptiv) entstehen, 
wahrend sie bei starkeren Hemmstoffkonzentrationen wohl vorwiegend 
durch Selektion von Mutanten zustande kame (vgl. Grpson et al. 1951; 
Sranier, 1953). Wenn nur nicht-mutativ Resistenz ausgebildet wirde, 
miiBte der Grad der erreichten Resistenz um so gréBer sein, je geringer 
die Hemmstoffkonzentration bzw. bei Strahlenversuchen die UV-Dosis 
ist, der die einzelnen Subkulturen einer Versuchsserie wiederholt aus- 
gesetzt waren. 

In allen Versuchen (auch in denen, die mit anderen Objekten durch- 
gefiihrt wurden) war die Resistenzbildung bei den mit der héchsten 
UV-Dosis durchgefiihrten Versuchsserien geringer als bei den kiirzer 


bestrahlten. 


Zusammenfassung 


1. Bei Saccharomyces cerevisiae konnte nach wiederholter 40, 60, 80, 
100 und 140 sec langer UV-Bestrahlung eine Resistenzsteigerung beob- 
achtet werden. Diese ist nach 140 sec langer Bestrahlung geringer als bei 
den kiirzer bestrahlten Versuchsserien. 
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2. Die auf diese Weise isolierten strahlenresistenten Hefestamme 
zeigten nach gleicher Bestrahlung in einem Dosisbereich zwischen 20 
und 300 sec eine héhere Uberlebendenrate als der Normalstamm. 

3. Die Dosiseffekt-Kurven aller resistenten Staémme verlaufen sigmoid, 
die des Normalstammes jedoch exponentiell. 

4. Nach 40, 60, 80 und 100 sec langer UV-Bestrahlung ist die Spros- 
sungshemmung bei den resistenten Stammen schwacher als beim Nor- 
malstamm. 

5. Die Variationsbreite hinsichtlich der lag-Werte der einzelnen Zellen 
in einer bestrahlten Kultur ist bei resistenten Stammen ebenfalls geringer 
als bei den normal empfindlichen. 

Die Zellen mit der kiirzesten lag-Phase, die also die ,,zuerst erschei- 
nenden‘’ Kolonien bilden, sind keine strahlenresistenten Mutanten; 
denn sie besitzen keine maximale Resistenz. 

6. Auch die nach extrem hoher UV-Dosis noch iiberlebenden und 
koloniebildenden Zellen zeigen keine geringere UV-Empfindlichkeit als 
der Normalstamm. (Sie kénnen also keine strahlenresistenten Mutanten 
sein.) 

7. Bei der mikroskopischen Betrachtung bestrahlter Hefekulturen 
konnten ,,Riesenformen‘’ beobachtet werden, die im Extremfalle das 
Achtfache der NormalgréBe erreichen und alle eine mehr oder weniger 
starke Sprossungshemmung aufweisen. Daneben traten ,,geschrumpfte‘ 
(momentan abgetétete) Zellen auf. Es bestehen kontinuierliche Uber- 
gange zwischen maximaler und minimaler UV-Schadigung. 

8. Nach den Versuchsergebnissen ist es sehr unwahrscheinlich, daB 
die beobachtete UV-Resistenz durch Selektion von resistenten Mutanten 
entsteht. Die Mdéglichkeiten einer nicht-mutativen Resistenzbildung 
werden diskutiert. 


Fiir die Anregung zu der vorliegenden Untersuchung méchte ich Herrn Pro- 
fessor Dr. E. Binnrne herzlich danken. 
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Die granularen Einschliisse der Mycobakterien 


Von 
GERHART DREWS 


Mit 9 Textabbildungen 


(Hingegangen am 19. September 1957 ) 


Seit den klassischen Arbeiten von Ros. Kocu (1882) tiber den Erreger der 
Tuberkulose haben zahlreiche Autoren Untersuchungen iiber die granu- 
laren Einschliisse der Mycobakterien veroffentlicht. Die Vielfalt der von 
ihnen geduBerten Auffassungen tiber die Natur der Bakteriengranula 
kommt in einer Zusammenstellung von SHinoH4RA (1955) zum Ausdruck. 
Nach den neuesten Arbeiten gelten heute in der Bakteriologie als Granula 
lichtbrechende, im Phasenkontrast dunkel erscheinende und sich gegen 
die Umgebung scharf abgrenzende, kugelige bis ellipsoide, stark elek- 
tronenstreuende Kornchen (KrRtGER-THIEMER 1954, Mupp 1954, WINK- 
LER 1953). Durchmesser und Zahl der Granula je Zelle sind sehr groBen 
Schwankungen unterworfen (Mupp 1956, Sarvonara 1955). Es wird all- 
gemein die Auffassung vertreten, daB am Aufbau dieser Granula Phos- 
phate, wahrscheinlich kondensierte Phosphate!, beteiligt sind (DueuID 
u. Mitarb. 1954, Epen 1952, GuAUERT u. BRIEGER 1955, GRuLA u. Hart- 
SELL 1954, Kricer-Toremer 1954, MurssNeR u. DinuEer 1953, Mupp 
u. Mitarb. 1956, Satu u. Mitarb. 1955, WrnpER u. DENNENY 1954 u. 1956, 
WINKLER 1953). 


Der Nachweis dieser kondensierten Phosphate (Terminologie siehe THILO 1951) 
wurde entweder durch nur bedingt spezifische Methoden (metachromatische Far- 
bung, Verhalten im Elektronenmikroskop) oder indirekt (Zunahme des sdurelés- 
lichen und des Gesamt-P? bei Granulahaufung) gefiihrt. Dagegen konnten in ver- 
schiedenen Hefen hoch- und niederpolymere Polyphosphate — also kettenformige 
Verbindungen — papierchromatographisch durch Hee (1952) sowie LOHMANN u. 
Lancen (1956) und entsprechende spezifische Phosphatasen durch KoRNBERG 
(1956), Horrmann-OstenHoFr u. Mitarb. (1954/55) und MarrEeNnHEIMER (1956) 
nachgewiesen werden. THILo u. Mitarb. (1956) fanden in Acetabularia hochpolymeres 
Phosphat. 

Es soll daher nachstehend versucht werden, auch in Mycobakterien 


die extrahierten Phosphate zu identifizieren. 


1 Vielfach noch als Metaphosphate bezeichnet. ab 
2Im Text verwendete Abkiirzungen: P = Phosphor; RNS = Ribonucleinsaure ; 
DNS = Desoxyribonucleinséure; TES = Trichloressigsaure ; DNP = Dinitrophe- 


nol; Sn = Sauton. 
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Cytologische und biochemische Untersuchungen haben in den letzten 
10 Jahren zu der Erkenntnis gefiihrt, daB zahlreiche Fermente, besonders 
die der Atmungskette, auch in der Bakterienzelle in bestimmten Ferment- 
zentren lokalisiert sind. Nach Auffassung verschiedener Autoren sind nun 
diese ,,Reduktionsorte‘‘ oder Mitochondrienaquivalente, wie sie auch 
genannt werden, mit den oben genannten Gra- 
nula identisch; d.h. die sich bildenden konden- 
sierten Phosphate lagern sich in den Ferment- 
zentren ab (Drews 1955, KO6LBEL 1954/55, 
Moupp u. Mitarb. 1951, 1954). GLavERT u. BRIB- 
GER (1955) sowie SmirH u. Mitarb. (1954) lehnen 
auf Grund ihrer Beobachtungen eine morpho- 
logische Identitat beider Strukturen ab. Da die 
Kleinheit der Objekte cytologische Untersuchun- 
gen sehr erschwert und die angewandten Me- 
thoden zum Teil nur bedingt spezifisch sind, soll 
diese Frage mit einer anderen Methodik unter- 
sucht werden. Die laufenden stoffwechselphysio- 
logischen Untersuchungen an Mycobakterien 
boten Gelegenheit, an zellfreien Bakterien- 
Homogenisaten physiologische und morpholo- 
gische Daten miteinander zu vergleichen. 


Methodik! 


Die Trennung der extrahierten Phosphate erfolgte 
papierchromatographisch nach der Methode von GRuNzE 
u. Taito (1955). Als Papier diente Schl. u. Sch. 2043 b Mg, 
das vor Gebrauch mit 2n HCl gewaschen wurde. Das 
Papier wurde zungenférmig zugeschnitten und der Ex- 
trakt auf den schmalen Teil der Zunge (Breite 5 mm) 
aufgetragen. Die Methodik der Extraktion wird im Text 

ek eam cneniattcs beschrieben. Die Phosphate wurden in der Regel mit 

modif. nach PorTER. dem sauren Lésungsmittel Nr. 2 nach Grunze u. TH10, 
Das Zerreiben der Bakterien — -vereinzelt auch mit dem ammoniakalischen Lésungs- 
erfolay unter Biakhhiung mittel nach Eset u. Vormar (Nr.3 bei GrunzeE u. 
THILo) getrennt und nach dem Trocknen des Chromato- 

gramms mit Ammoniummolybdat (HANzEs u. IsHeERWwooD 1949) im UV-Licht ent- 
wickelt. Die Laufzeit des Chromatogramms betrug 16 Std bei 18°C. 

Die Untersuchungen wurden vorwiegend an Mycobacterium phlei durchgefiihrt. 
Daneben wurden Mycobacterium tuberculosis, var. bov. (BCG), Mycobacterium 
smegmatis und Mycobacterium lacticola verwendet. Die Anzucht der Keime erfolgte 
im Submersverfahren auf dem Schiitteltisch in Sauton-Nahrlésung oder auf Agar.Der 
BCG-Stamm wuchs am besten als Deckenkultur in Fernbach-Kolben auf Sn- 
Medium. Fiir bestimmte Zwecke diente ein modifizierter Sn-Nahrboden (S VI), der 


/Moforachse 


* Frl. Hernze und Frl. Werpermann danke ich fiir die sorgfaltige Durchfiihrung 


der physiologischen Arbeiten und Frau Bécken fiir die gewissenhafte Ausfithrung 
der Analysen. 
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gegeniiber dem Sn (normal) 0,04% Asparagin, 2% Glycerin und 0,59% Phosphat 
enthielt. Die iibrigen Zutaten waren die gleichen wie im Sn. 

Zur Herstellung der zellfreien Extrakte wurden die Bakterien abzentrifugiert, 
2mal mit Aqua dest. gewaschen und dann mit Aluminiumoxyd unter Kihlung 
(+ 2—3°) zerrieben, bei Fermentversuchen unter Zusatz von Puffer und 0,3% KCl. 
Das Zerreiben geschah entweder mit dem Handmorser oder einem Homogenisator, 
variiert nach Porrer (Abb. 1). Zum Vergleich wurden die Bakterien auch mit 
Ultra-Schall homogenisiert. Ein Zusatz von Glasperlen (2 0,2 mm) erhoht die zer- 
stérende Wirkung des U.S.1. Nach dem Zerreiben wurde die Suspension durch 
Zentrifugieren unter Kithlung von ganzen Bakterien, Zelltriimmern und Al,O, 
befreit (3°C, 2mal je 10 bzw. 20 min bei 4200-g, 1mal 30 min bei 15000: g). Dieser 
zellfreie Extrakt wurde fiir Fermentuntersuchungen in der Regel noch gegen Puffer 
dialysiert und haufig durch Ultrazentrifugation noch weiter aufgetrennt. 

Die Atmungsmessungen wurden mit der Warburg-Apparatur durchgefiihrt. Im 
ZentralgefaB befand sich 0,2 ml 15°/,ige KOH (zur VergréBerung der Oberfliche 
wurde ein kleiner Papierfacher eingesetzt), im Hauptgefi8 1 ml Bakterienextrakt 
und im seitlichen Ansatz 1 ml Puffer (Veronal-Acetat-Puffer 0,005 mol, py 7,0 oder 
Phosphat-Puffer gleicher Molaritét mit Substrat (0,1 mol), KCl 0,2% und 
MgSO, -7H,0O (0,02%). 

Von jedem Bakterienextrakt wurde eine Probe im Elektronenmikroskop unter- 
sucht. Das Material kam unfixiert oder mit OsO,-Dampfen fixiert zur Beobachtung. 

Fiir analytische oder chromatographische Untersuchungen diente zumeist ge- 
trocknetes Bakterienmaterial. Zu diesem Zweck wurden die gewaschenen Bakterien 
rasch in tiefgekiihltes Aceton (—60°C) eingerithrt und die Suspension nach etwa 
30 min auf der Fritte trockengesaugt. Das Material wurde im Exsiccator unter 
Vakuum in Gegenwart von Paraffin und CaCl, sicc. nachgetrocknet und dann unter 
Vakuum bei —6°C aufbewahrt. Fiir quantitative und analytische Untersuchungen 
erwies sich eine Nachtrocknung im Trockenschrank als notwendig. Die Verwendung 
von Trockenmaterial hat den Vorteil, daB man den Zeitraum zwischen Ernten der 
Kultur und Aufarbeitung beliebig verlangern kann. Die Unterbrechung der Stoff- 
wechselvorginge erfolgt auf diesem Wege auch sehr rasch, wahrend das Abstoppen 
durch Trocknen des nassen Bakterienmaterials bei + 60°C, wie es vielfach in der 
Literatur angegeben wird, mir bedenklich erscheint. Der Verlust an Phosphor- 
Verbindungen wahrend der Acetonbehandlung betragt 0,02% des Gesamt-P und 
ist daher zu vernachlassigen. 


Ergebnisse 
Granulabildung 


Einleitend ist eine morphologische Beschreibung der Granula gegeben 
worden. Sie soll dazu dienen, den Gegenstand unserer Untersuchungen 
gegeniiber anderen cytologischen Differenzierungen der Bakterienzelle 
abzugrenzen. Sie besagt aber nicht, daB alle durch diese Definition er- 
faBten Gebilde in ihrer chemischen Zusammensetzung und Funktion 
einheitlich sein miissen. Jedes Granulum durchlauft, wie auch die Bak- 
terienzelle, einen Entwicklungsproze8, und es ist durchaus denkbar, dafB 
wahrend dieses Vorganges sich die Zusammensetzung andert. Trotz dieser 
Einschrankung sollen die Granula zunachst als eine einheitliche Frak- 
tion betrachtet werden. 


1 Hergestellt aus Glaspulver N 3 Schott u. Gen. 
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Zahl und GréBe der Granula wechseln, wie schon angedeutet, im Laufe | 
der Entwicklung stark. Nach Untersuchungen von SHINOHARA (1955) | 
bilden sich die meisten Granula bei Myc. tuberculosis zur Zeit des stark- 
sten Wachstums zwischen dem 5. und 9. Tag, nehmen dann wieder an. 
Zahl ab, um zwischen dem 14. und 17. Tag der Bebriitung noch einmal | 
schwach zuzunehmen. Ruska u. Mitarb. (1952) konnten in Kulturen von | 
Myc. aviwm in der 2. Halfte der Wachstumsphase, zwischen dem 10. und - 
25. Tag, ein starkes Ansteigen der Granulazahl feststellen. Nach 30Tagen 
nahmen Wachstum und Zahl der Granula stark ab. Mupp u. Mitarb. be- 
obachteten einen Anstieg der Granulabildung zwischen 7 und 24 Std 
(Myc. tamnopheos). Neben diesen vom jeweiligen Stamm und Kultur- 
medium bedingten Unterschieden in der Granulierung, kann man auch 
unter konstanten Bedingungen zuweilen ein Ausbleiben oder einen 
atypischen Verlauf der Granulabildung beobachten. Es kommt hinzu, 
daB die Ergebnisse der einzelnen Autoren mit einer unterschiedlichen 
Methodik gewonnen wurden (Beobachtung gefarbter Praparate oder 
lebender Bakterien mit dem Phasenkontrast oder fixierter Bakterien im 
Elektronenmikroskop). Die angegebenen Zahlen sind daher nur als Bei- 
spiele fiir das ,, normale*‘ Verhalten unter den gegebenen Bedingungen zu 
werten. Es kommt hinzu, da die submikroskopisch kleinen Granula bei 
der angewandten Untersuchungsmethode (Phasenkontrast, metachroma- 
tische Farbung) nicht miterfaBt wurden. 

In Schragagarkulturen (auf Sn) von Myc. phlei konnte ich innerhalb 
der ersten 24 Std kaum eine Granulabildung beobachten. Sie beginnt 
nach 24 Std. Nach 3—4 Tagen nimmt die Zahl der Granula wieder ab. 
Bei Myc. lacticola werden ebenfalls nach 24 Std die ersten Granula sicht- 
bar, bilden sich aber schon nach 72 Std wieder zuriick. Myc. smegmatis 
verhalt sich ahnlich wie Myc. lacticola. Die Granulabildung ist aber 
schwacher. Das Ergebnis entspricht den Untersuchungen von Ruska u. 
Mitarb.; die Granula werden etwa in der Mitte der Wachstumsphase 
sichtbar und verschwinden am Ende dieser Periode wieder (Tab. 1). 

In Flissigkeitskulturen verlauft die Granulabildung im Prinzip ahnlich 
wie auf Agar. Sie ist im allgemeinen noch schwacher. In Deckglasagar- 
kulturen mit BCG-Keimen (Sn + Serum) entstehen die Granula meistens 
erst dann, wenn das Wachstum in den Mikrokolonien schon fast sistiert. 

Die cytochemischen und elektronenmikroskopischen Befunde, die auf 
einen hohen Gehalt der Granula an kondensierten Phosphaten hindeuten, 
sind durch chemische Analysen ergiinzt worden. So konnten MEISSNER 
u. Lemke (1954/55) zeigen, dafi der Gesamt-P bei Myc. tuberculosis nur 
bei gleichzeitiger Bildung von Granula iiber 1% ansteigt und die ,,Meta- 
phosphat*‘-Fraktion nur in granulierten Bakterien nachzuweisen ist. Von 
der Voraussetzung ausgehend, da die Granula in den verschiedenen 
Mikroorganismen kondensierte Phosphate enthalten, hat es in der 
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Literatur nicht an Versuchen gefehlt, die Bedingung der Granulabildung 
kennenzulernen. Es ist besonders von Hefezellen bekannt, da® sie nach 
Verarmung an Phosphaten und anderen Speicherstoffen parallel mit 
energieliefernden Prozessen groBe Mengen Orthophosphat aufnehmen und 
als kondensiertes Phosphat speichern (HorrmaNN-OstENHOP 1955, 
Wiame 1947). Satu u. Mitarb. (1956) haben an Corynebacterium diphte- 
_riae, Mupp u. Mitarb. an Myc. thamnopheos, Duautp u. Mitarb. (1954) und 


Tabelle 1. Mycobacterium lacticola 
Granulabildung in Abhangigkeit von der Bebriitungsdauer und Art des Nahrbodens. 
Angegeben sind die im Phasenkontrast-Mikroskop sichtbaren Granula. Die Zahlen 
geben Prozentanteile wieder. Der Gehalt an 2,4-DNP betrug 1 + 10-4 mol 


Alter der Kultur 10% Std 24 Std 48 Std 72 Std 


SVi-- SVI+ SVI-4 SVI-4 


Nahrboden Sn SVI DNP| Sn SVI DNP| Sn SVIEDNP |Sn SVI DNP 


mit 1 Granulum .|}— — — |10 28 7 i411 18 9 7 37 — 
mit? Granula. . .|— —— Ss = 3) PS eS 2a Oa al) eee = 
mit 3 u. mehr Gr. ~ | 4. -|5 9 — 30m 


Agar- 
kultur 


‘hia 100 ~90 100|87 56 90 |72 32 70 |80 30 ~90 
[ier Graton | 75 60 Wal. ae Wil ae 


o 
nr é 
@ ie mitiGranulum . @ Sil 5 14 5 14 
32) mit2Granula . . 19) 629, 19 29 19 29 
"2 | mit 3 u.mehr. Gr. . — 5 15 5 15 


Smiru u. Mitarb. (1954) an Aerobacter aerogenes gezeigt, daB in ruhenden 
Bakterien in Gegenwart bestimmter Substrate und reichlichem Phosphat- 
angebot die metachromatischen Granula zunehmen. Die Granulabildung 
ist also an Phosphorylierungsvorgange gebunden, die in Gegenwart ver- 
schiedener Substrate ablaufen. Die mit ihr verkniipfte Erhéhung des Ge- 
samt-P ist auch von bestimmten Ionen abhangig. So ist der Gesamt-P- 
Gehalt einer Sn-Kultur (Myc. phlei), die kein Mg enthielt, gegeniiber 
der vollen Nahrlésung um 1/, verringert (0,379 mg P/100 mg 'Trocken- 
substanz ohne Mg, 1,289 mit Mg). Auch K+ (Sau u. Mitarb. 1956, Mupp 
et al. 1956, Smrrn u. Mitarb. 1957), Mn++ und Zn++ (GRULA u. HARTSELL 
1954) vermégen eine Steigerung der Phosphatspeicherung und Granula- 
bildung zu veranlassen. 

In wachsenden Kulturen bilden sich die Granula, wie wir oben sahen, 
in bestimmten Phasen der Entwicklung; wahrscheinlich dann, wenn 
durch Verlangsamung der Eiweif- und Nucleinsduresynthese bei noch 
reichlichem P- und C-Angebot eine energiereiche P-Bindung und Akku- 
mulation méglich ist. Es wurde versucht, durch Variierung des Glycerin-, 
Phosphat- und Asparaginangebotes einen optimalen Nahrboden fiir die 
Granulabildung zu finden. Hine bloBe Erhohung des P-Angebotes fiihrte 
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zu keiner Steigerung der Granulierung. Am giinstigsten war die oben 
als S VI bezeichnete Modifikation, die durch einen stark verringerten 
N-Gehalt und ein erhéhtes P-Angebot charakterisiert ist. Die Granula- 
bildung setzt in der S VI-Kultur rascher als auf Sn ein, fiihrt zu groBeren 
Granula und halt auch langer an (Tab.1). Gibt man zur S VI-Kultur 
2,4-DNP (1+ 10-4 mol), so unterdriickt DNP, das die oxydative Phos- 
phorylierung entkoppelt (Loomis and Lipman 1948), die Granulabildung 
fiir etwa 48 Std vollstandig. Auch danach bleibt sie wesentlich schwacher 
als in der Vergleichskultur ohne DNP (s. Tab. 1). Steigert man die DNP- 
Konzentration, so findet eine Beeintrachtigung des Wachstums und auf 
Sn sogar eine Erhéhung der Granulazahl statt. Spezifische Wirkung von 
DNP durch Entkopplung und ,,unspezifische“‘ infolge allgemeiner Wachs- 
tumshemmung wirken hier gegensinnig. 

Tm allgemeinen gehen Erhéhung des Gesamt-P-Gehaltes und Zunahme 
der Granulierung parallel. Es konnte aber haufiger, vor allem in ruhenden 
aber auch wachsenden Kulturen trotz betrachtlicher Zunahme des P- 
Gehaltes ein Ausbleiben der Granulierung oder eine atypische Ausbildung 
diffuser Dunkelzonen beobachtet werden. Auf der anderen Seite bedingt 
stairkere Granulierung nicht immer eine Zunahme des Gesamt-P, wie das 
folgende Beispiel zeigt: Sn — schwach granuliert — Gesamt-P 1,760 mg 
P/100 mg Trockensubstanz; S VI-Kultur — stark granuliert — Gesamt-P 
1,475 mg P/100 mg Substanz (Agar, 37°C, Myc. phlei, 48 Std Bebriitung). 


Isolierung der Polyphosphate 

AuBer den genannten Tatsachen sprechen fiir eine Beteiligung von 
Phosphor-Verbindungen am Aufbau der Granula die metachromatische 
Farbung mit Toluidinblau u. a. basischen Farbstoffen (DREws 1955, 
Mupp et al. 1956), der starke Kontrast und die Verdampfbarkeit im 
Elektronenmikroskop (KONni@ u. WINKLER 1948, NrKLow1Tz u. Drews 
1955, SHINOHARA 1955), die Léslichkeit in Séiuren (WINKLER 1953) und 
das Uberdauern der Granula nach Behandlung mit Desoxyribonuclease 
und Ribonuclease und Fettlésungsmitteln (GRuLA u. HarrsEnn 1954). 
Alle diese Untersuchungen brachten keine Klairung der chemischen Natur 
der Phosphorverbindungen. Erst Eprn (1952), Lonmann u. LAanGEn 
(1956) sowie 'THrto u. Mitarb. gelang der papierchromatographische 
Nachweis kettenformiger kondensierter Phosphate in verschiedenen 
Mikroorganismen. Aus der Arbeit von WinDER u. DENNENY (1956) kann 
man entnehmen, dafs bei verschiedenen Mycobakterien ein hoher Prozent- 
satz des Gesamt-P als siureunlésliches Phosphat vorliegt. Diese Fraktion 
erhilt keine RNS oder DNS und besteht wahrscheinlich aus hochpoly- 
merem Phosphat, das in irgendeiner Form mit Proteinen sdureunléslich 
gebunden ist (BELOzERSKI 1955, LOHMANN u. LANGEN 1956, HoFFMANN- 
OsTENHOF 1955). 
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Die méglichst schonende Isolierung der Polyphosphate aus unseren Staimmen 
bereitete daher auch relativ groBe Schwierigkeit. Als Ausgangsmaterial diente in den 
meisten Fallen eine acetongetrocknete, 2—3tigige S VI-Kultur von M yc. phler. 
Das Material wurde mit der Trichloressigsiure (TES) verrieben (3—5% ig, 4°C) 
und 5 Std zum Teil auch bis zu 48 Std in der Kalte oder bei Zimmertemperatur 
unter gelegentlichem Umriihren extrahiert. Die TES entfernt bekanntlich aus den 
Bakterien auBer dem saureléslichen Phosphat noch RNS und Polysaccharid- 
Protein-Lipoid-Komplexe (WxEsTPHAL u. LiipERrrz 1954). Diese Verbindungen aus 
dem Extrakt zu entfernen, ohne gleichzeitig die Phosphate zu eliminieren, gelang 
nicht vollstandig. Lie’ man den Extrakt durch eine mit Glaspulver iiberschichtete 
G 3-Fritte laufen, so blieben zwar stérende Begleitsubstanzen, aber auch die Phos- 
phate zuriick. Auer der TES-Extraktion wurde die Abtrennung der kondensierten 
Phosphate auch nach der von Lonmann u. Lancen (Extraktion mit gesiittigter 
_ Perchloratlésung und Kochen der Bakterien im neutralen Medium) und der von 
Scumipt u. THANNHAUSER (1945) angegebenen Methode (alkalische Hydrolyse) 
versucht. Es wurde dabei wie folgt verfahren: 1 2 Trockensubstanz wird mit 6 ml 
eiskalter TES (5% ig) im Morser verrieben und dann 5 Std unter gelegentlichem 
Umrithren im Kiihlschrank (+ 3°C) aufbewahrt. Nach dem Abzentrifugieren 
(Kiihlraum) und Nachwaschen mit 2 ml TES werden die Bakterien mit dem gleichen 
Volumen Aqua dest. verriihrt und die Suspension mit Na,CO, bzw. 1/10n NaOH 
neutralisiert. Die neutralisierte Aufschwemmung wird 5—8 min gekocht, abgekihlt, 
zentrifugiert und die Phosphate bei px 7,5 bzw. 2,5 mit Athanol (1:1) im Uber- 
stehenden gefallt. Alkohol fallt auBer Phosphaten auch noch Proteine und verschie- 
dene Zucker. EnteiweiBt man aber den Extrakt (TES), so werden bei der Fallung 
die Phosphate mitgerissen und gehen so verloren (Abb. 2, Bahn 3). Der Nieder- 
schlag wurde nach dem Auswaschen mit 50°%igem Alkohol in ungefahr 0,2 ml 
n/10 HCl aufgenommen, vom ungelésten Rest abzentrifugiert und aufgetragen 
(0,09 ml). 

Aus dem TES-Extrakt wurde die TES durch Ausathern entfernt und nach EKin- 
stellung des py-Wertes auf 7,5—8,0 mit Athanol gefallt. Auch die von Tao 
u. Mitarb. (1956) angegebene Methode der Fallung mit Ba**+ und anschlieBendem 
Umsetzen der schwerléslichen Ba-Phosphate in die leichter lésliche Na-Form mit 
dem Kationen-Austauscher (KPS 200) gelang. Jedoch stéren unter Umstanden 
dabei hochmolekulare Verbindungen, die sich auBer den Phosphaten noch im Ex- 
trakt befanden. Fiir die alkalische Hydrolyse verwendete ich frisch geerntete und 
gewaschene S VI-Kulturen. Das Material wurde mit 2n NaOH versetzt und 3 Std 
bei + 3°C gehalten, dann bis zur Sattigung mit (NH,),SO, versetzt, abzentrifugiert, 
gegen Aqua dest. dialysiert und bei px 7,5 mit Alkohol gefallt. Die Bakterien wur- 
den nach der alkalischen Hydrolyse noch mit Wasser extrahiert (7 min, 100°C, 


PH 7,0). 

Als giinstigste Methode erwies sich die TES-Extraktion und das an- 
schlieBende Aufkochen bei px 7,0 trotz der durch Begleitsubstanzen ver- 
ursachten, mehr oder weniger starken Verzégerungen im Lauf einzelner 
Bahnen. 

Deutlich traten im Chromatogramm Orthophosphat und eine nicht 
wandernde Fraktion sowohl im TES-Extrakt wie auch im Kochsaft auf 
(Abb. 2, 3). Die in Hohe Pyrophosphat laufende Fraktion gab eine deut- 
liche Reaktion mit Naphthoresorcin (s. LinsKENs, S. 64, g). Sie besteht 
wahrscheinlich aus Fructose-1,6-diphosphat und anderen P-Estern (Lon- 


MANN u. LANGEN 1956b). Pyrophosphat soll in den Zellen der Mikro- 
25* 
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organismen nicht vorkommen; sowohl im TES-Extrakt wie auch im 
Kochsaft findet aber eine gewisse hydrolytische Spaltung des Polyphos- 
phats statt und deshalb ware auch an ein Auftreten von Pyrophosphat 
im Chromatogramm zu denken. An Niederpolymeren konnten Tri-, Tetra- 
und Pentaphosphat durch Vergleich mit Testsubstanzen oder durch Er- 
mittlung der Ry- und P,-Werte (GruNzE u. THrLo 1955) nachgewiesen 


(e/a 
~ » 2 a x \ ~<. 
a ——\-aay 

y CNWVRS 
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Abb. 2 Abb. 3 
Abb. 2. Mycobacterium phlei. Phosphatangereicherte Kultur, Bahn 2: TES-Extrakt: Bahn 3; Koch- 
saft nach Kiweifbfillung; Bahn 4; Kochsaft, Phosphate mit Alkohol gefillt. Bahn 1: Testsubstanzen, 
von oben nach unten: Orthophosphat, Diphosphat, Triphosphat, Tetraphosphat, Trimetaphosphat, 
Grahamsches Salz 


Abb. 3. Mycobacterium phlei. S Vi-Kultur. Bahn 7: Testsubstanz; Bahn 2; TES-Extrakt: Bahn 3: 
Kochsaft; Bahn 4: Kochsaft hydrolysiert 

werden. Ihre Konzentration war im Verhaltnis zu den anderen Frak- 

tionen auf dem Chromatogramm sehr gering. Bei der Hydrolyse der am 

Start verbleibenden Substanz (60 min, py 2,0, 70°C oder 5 min 100°C) 

traten aufer den genannten keine weiteren Fraktionen auf (Abb. 3, 

Bahn 4). 

Im BCG-Stamm gelang der Nachweis der kondensierten Phosphate 
mit den oben genannten Methoden — auch nach vorhergehender 15stiin- 
diger Extraktion mit Ather-Alkohol (1:2) nicht. 

LOHMANN u. LANGEN (1956a) berechnen den Polyphosphatgehalt 
30x) 
‘ 


aA a) Darmel: Palx : F 7 : : . 7 
nach der Formel: Polyphosphat-P = 4)—< , weil bei 7 minutiger 
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Hydrolyse auch RNS, Fructose-1,6-diphosphat und andere P-Ester zum 
Teil hydrolysieren. Der auf diese Weise bestimmte Polyphosphatgehalt 
verschiedener Mycobakterienkulturen war auferordentlich gering oder 
ergab sogar negative Werte, obwohl die Bakterien zahlreiche meta- 
chromatische Granula besaBen und die Polyphosphate sich papierchro- 
matographisch nachweisen lieben. 

Nach Untersuchungen, tiber die an anderer Stelle berichtet werden 
soll, hydrolysieren die Polyphosphate der untersuchten Bakterien nur 
langsam, keinesfalls aber vollstandig in 7 min. Es muB offenbleiben, ob 
die Ursache eine sehr feste Bindung an organische Substanz oder ein 
besonders hoher Polymerisationsgrad ist. Metaphosphate konnten nicht 
eindeutig nachgewiesen werden. 

Hine im TES-Extrakt befindliche, ttber dem Orthophosphat wandernde 
Verbindung (mit schwach positiver Zuckerreaktion) verzdgerte oft den 
Lauf der Lésungsmittelfront auf dieser Bahn (Abb. 2 u. 3). 


Elektronenmikroskopische Untersuchungen 


Auger den genannten Granula gibt es auch bei Mycobakterien soge- 
nannte Mitochondrienaquivalente (Syn. Reduktionsorte). Nach den cyto- 
chemischen Untersuchungen von Mupp u. Mitarb. (1956) konnen Phos- 
phatablagerungen inden Mitochondrienaquivalenten auftreten. P-Granula 
und Reduktionsorte brauchen aber nicht identisch zu sein. Es sollte nun 
versucht werden, beide Granulaarten durch fraktionierte Zentrifugation 
voneinander zu trennen und naher zu charakterisieren. 

Als Ausgangsmaterial dienten zellfreie Extrakte von Myc. phlei, deren Her- 
stellung im methodischen Teil naher beschrieben worden ist. Der von ganzen Bak- 
terien, Zelltriimmern und Al,O, befreite Rohextrakt (R) ist eine klare, gelbliche 
opalescierende Fliissigkeit. Er wurde in der gekiihlten Ultrazentrifuge bei 
180000-g 90 min zentrifugiert und das Uberstehende vom gelblich-braunlich, gel- 
artigen Sediment abpipettiert. Das Sediment lieB sich nur schwer resuspendieren. 
Es wurde in Aqua dest. bzw. Puffer wieder aufgenommen. 

Betrachtet man den Extrakt R im Elektronenmikroskop, so findet 
man neben zumeist strukturloser, kontrastarmer Plasmasubstanz kon- 
trastreiche Partikel von unterschiedlicher GréBe und Gestalt. In der plas- 
matischen Substanz liegen vereinzelt rundliche Gebilde mit einem Durch- 
messer von 300—400 mu (Abb. 4, ,,Pfeil*’). Es ist denkbar, daB sie mit 
den Mitochondrienaquivalenten identisch sind, die beim Zerreiben der 
Zellen mit Al,O, groBtenteils zerstért werden. Unter den kontrastreichen 
Partikeln waren einmal Granula unterschiedlicher GroBe (bis zu 500 my) 
zu sehen, die bei starkem Elektronenbeschub ringformige Strukturen 
hinterlieBen (Abb. 5), wie sie auch aus der Literatur bekannt sind (KONIG 


1 A, direkt bestimmbares anorganisches Phosphat; 4, anorganisches Phosphat 
nach 7 und Ag, nach 30 min langer Hydrolyse in n/ 1 HCl. 
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u. WINKLER 1948, SHrnonaRA 1950, NrkLowiTz u. DREws 1955). Diese 
Gebilde sind die eigentlichen metachromatischen Phosphatgranula. AuBer 


Abb. 4—8 
elektronenmikroskopische Aufnahmen 
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Abb. 5. Mycobacterium phlei. Zellfreier Extrakt 
mit Phosphatgranula nach ElektronenbeschuB 
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Abb. 4. Mycobacterium phlei. Zellfreier Extrakt. a 
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Abb. 6. Mycobacterium phlei. Zellfreier Extrakt. > 
Verschiedene kontrastreiche Granula Abb. 7. Mycobacterium phlei. Zellfreier Extrakt 
nach ElektronenbeschuB aus phosphatangereicherter Kultur 


. 


Abb. 8. Mycobacterium phlei. S VI-Kultur. Zellfreier Extrakt 


diesen waren Gebilde vorhanden, die ebenfalls stark elektronenstreuend 
wirkten, einen Durchmesser bis zu 1 erreichten und sehr rasch zu eigen- 
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tiimlichen, wabigen Gebilden verdampften (Abb. 4 u. 6). Als dritter Be- 
standteil waren kugelige bis unregelmifBig geformte Partikel vorhanden, 
die haufig fest mit plasmatischen Resten in Verbindung standen und sich 
bei elektronenmikroskopischer Bestrahlung nicht veriinderten (Abb.7u.8). 
_ Die kontrastreichen Granula, die keine 
oder ringférmige Verdampfungsformen bil- 
deten, befanden sich nach Ultrazentrifu- i 
gation (90 min, 180000-g) zum gréBten 
Teil im Uberstehenden. Die leicht ver- 


0600 - 


dampfenden, groBen Granula waren zu- on 
meist ebenfalls im Uberstehenden, ver- 4 
einzelt auch im Sediment zu finden. Die 

tibrigen kontrastreichen Partikel und die 400 -| 


runden, plasmatischen Gebilde lagen im 
Sediment. 3 
Dem prozentual hohen Anteil an Gra- 
nula entspricht der P-Gehalt des Uber- ce 
stehenden. So enthalt z. B. das Sediment = ] 
auf 1 mg Gesamt-N 0,0173 mg P, das Uber-  ~ 
stehende 0,0889 mg P je 1 mg Gesamt-N. 


Die Fermenttitigkett zellfreier Hatrakte 


Aus der neueren Literatur ist bekannt, 
daB zellfreie Extrakte verschiedener Bak- 


terien und die aus ihnen mit Hilfe der 05 
Ultrazentrifuge sedimentierbaren Partikel Def 
unter O,-Aufnahme verschiedene Sub- | 
strate oxydieren konnen (ALEXANDER u. ; 


BrueMMER 1957, Cousins 1956, MiL- 
MANN u. DarTER 1956). Diesen Befunden 
entsprechen die vorliegenden Ergebnisse. 
Am weitaus starksten wurde Lactat oxy- 
diert, und zwar vorwiegend durch die 
bei 180000-g sedimentierbare Partikel- 
fraktion (Abb. 9). Untersucht man Uber- 
stehendes und Sediment auf ihren Granula- 
gehalt und vergleicht diesen mit der In- 


Abb. 9. Mycobacterium phlei 
(S VJ-Kultur). O.-Aufnahme zellfreier 
Extrakte nach der Warburg-Methode. 

Ansatz: 1 ml zellfreier Extrakt 

(I Sediment bei 180000+g, IL Uber- 
stehendes bei 180000-g), 1 ml Vero- 
nal-Acetat-Puffer (0,005 Mol, px 7,0) 
+ 0,1 Mol K-Lactat, 0,04% MgSO, : 
7H,0, 0,001 % CaCl, :6 H,0. Die Kurve 
gibt den O,-Verbrauch in “ul bezogen 
auf 1mg Zell-N. Die Werte fiir die 

Leeratmung sind abgezogen 


tensitat der O,-Aufnahme, so geht daraus hervor, daB die kontrast- 
reichen Partikel nicht fiir die Fermenttatigkeit verantwortlich sein 
kénnen. Denn auch das Sediment, in dem keine Granula enthalten sind, 
oxydiert Milchsaure. Eine Zunahme an Granula bringt keine Steigerung 
des O,-Verbrauches und das Uberstehende, das im Durchschnitt mehr 
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Granula enthalt als das Sediment, atmet schwacher als das Sediment. 
Versuche mit anderen Substraten (Bestandteile des Citronensaurecyclus, 
Kohlenhydrate) fiihrten zu einem wesentlich geringeren O,-Verbrauch 
im Vergleich mit Lactat. Sie verliefen im Prinzip aber gleichsinnig. 


Diskussion 

Nach den vorliegenden und in der Literatur veréffentlichten Ergeb- 
nissen schwankt der Gehalt der Mycobakterien an Granula betrachtlich, 
je nach Stamm, Nahrboden und Bebriitungsdauer. Granula werden ge- 
bildet, wenn ein ausreichendes Phosphatangebot und eine geeignete 
Energiequelle fiir eine Phosphorylierung zur Verfiigung stehen. Bestimmte 
Tonen (K+, Mg++, Mn++) fordern diesen Vorgang. In wachsenden Kulturen 
setzt die Granulabildung meist dann ein, wenn der Nahrboden noch nicht 
volistandig erschépft ist, also P und C noch ausreichend zur Verfiigung 
stehen, das Wachstum aber allmahlich nachlaBt, im allgemeinen etwa 
in der 2. Halfte oder am Ende der Wachstumsphase. In der Regel ist 
mit dem Auftreten der Granula auch eine Zunahme des Gesamt-P ver- 
bunden. Eine Granulabildung kann aber auch ohne Veranderung der 
Gesamt-P-Menge erfolgen. Es ware denkbar, dai dieser Vorgang so ab- 
lauft, daB in der Zelle schon vorhandenes Polyphosphat sich entmischt 
und in Form von Granula gespeichert wird. Mehr Wahrscheinlichkeit 
besitzt ein anderer Weg. In bestimmten Stoffwechselphasen halten sich 
Phosphorylierung und Dephosphorylierung das Gleichgewicht. Der Ge- 
samt-P-Gehalt bleibt gleich, es tritt nur eine Verschiebung innerhalb der 
P-Fraktionen ein. Wahrend dieser Umphosphorylierung kann neues Poly- 
phosphat eventuell durch Anlagerung an RNS gebildet werden. Nach 
Untersuchungen von LOHMANN u. LANGEN (1956) wird in P-verarmten 
Hefekulturen zunachst hochpolymeres und erst spiter niederpolymeres 
Phosphat gebildet. KoRNBERG u. Mitarb. (1956) konnten mit Hilfe zell- 
freier Extrakte von #. coli eine Polyphosphatsynthese durchfiihren: 
x ATP + [(PO-,)n] > x ADP + [(PO-3)nix]. Es wire denkbar, daB bei 
den Mycobakterien durch Dephosphorylierung freiwerdendes Ortho- 
Phosphat tiber ATP in der Poly-P-Fraktion angereichert wird. 

Wie die Warburg-Versuche zeigen, sind P-Granula und Reduktionsorte 
nicht identisch. Das schlieBt aber nicht aus, daB in den in relativ kon- 
stanter Zahl (Mupp u. Mitarb. 1956) auftretenden Mitochondrienaqui- 
valenten Poly-P gespeichert wird. So konnte NrkLowrrz (miindl. Mitt.) 
in Mitochondrien von Schleimpilzen Polyphosphatansammlungen beob- 
achten. AuBer reinen Poly-P-Granula gibt es also wahrscheinlich Reduk- 
tionsorte mit eingelagertem Polyphosphat. Das oben beschriebene Ver- 
halten der Granula im Elektronenmikroskop deutet auch auf eine unter- 
schiedliche Zusammensetzung der Granula hin. Besonders interessant ist 
das Auftreten von Inhomogenititen in einzelnen Granula (Abb. 6). Es 
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ist sehr wahrscheinlich, daB die Granula nicht nur kondensierte Phosphate 
sondern auch Phosphatide, RNS (Drews 1955, Lempxe u. MENNINGER 
1952) und andere Verbindungen in unterschiedlicher Verteilung ent- 
halten, je nach dem physiologischen Zustand der einzelnen Zellen bzw. 
Granula. 

Zusammenfassung 


In wachsenden Kulturen (Agar und fliissiges Medium, 37° C) von Myco- 
bacterium phlei, Myc. lacticola und Myc. smegmatis sind die meisten Phos- 
phatgranula nach etwa 48 Std Bebriitung, also in der 2. Halfte der Wachs- 
tumsphase, lichtmikroskopisch zu beobachten. 

Die Starke der Granulierung ist vom Verhaltnis Stickstoff, Kohlenstoff 
und Phosphor im Medium und der Gegenwart von Kalium- und Ma- 
gnesium-Ionen abhangig. In ruhenden und wachsenden Kulturen von 
Myc. phlei gehen haufig, keineswegs aber regelmaBig Granulierung und 
Zunahme des Gesamt-P parallel. 

Elektronenmikroskopische Untersuchungen an zellfreien Extrakten 
von Myc. phlei und Myc. lacticola deuten auf eine unterschiedliche Zu- 
sammensetzung der verschiedenen Granula hin. 

Im Trichloressigsiureextrakt und Kochsaft von Myc. phlec und Myc. 
lacticola lieBen sich Polyphosphate papierchromatographisch nachweisen. 

Der Sauerstoffverbrauch durch zellfreie Extrakte von Myc. phlei in 
Gegenwart bestimmter Substrate ist in der bei 180000 - g sedimentier- 
baren Fraktion wesentlich starker als im Uberstehenden. 

Die Phosphatgranula sind nicht mit diesen fermenthaltigen, sedimen- 
tierbaren Partikeln identisch. 

Die Bildung und das Verhialtnis der verschiedenen Granulatypen zu- 
einander wird diskutiert. 
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Untersuchungen zur mikrobiellen Benzoloxydation 
J. Nachweis und Chemismus des Benzolabbaus 


Von 
TH. WIELAND, G. GRISS und B. Haccrus 


Mit 6 Textabbildungen 
(Hingegangen am 10. September 1957) 


Der mikrobielle Abbau aromatischer Verbindungen im Boden wurde 
zuerst durch StORMER (1908) nachgewiesen. Da Benzolderivate durch 
Industrieabwasser und neuerdings auch durch die Verwendung gewisser 
Insekticide in die Erde kommen, gewinnen diese Vorgange zunehmend 
an Interesse. Uber den Abbau aromatischer Substanzen, speziell von 
Phenolen, existiert eine umfangreiche Literatur. Es wurden, wie aus 
der zusammenfassenden Ubersicht von ZoBrti (1950) hervorgeht, 
verschiedene Bakterien, Hefen und Pilze isoliert, die fahig sind, Benzol- 
derivate als einzige Kohlenstoffquelle zu verwerten. Unsubstituiertes 
Benzol ist jedoch, wie die meisten Autoren iibereinstimmend berichten, 
fiir Mikroorganismen sehr viel schwerer angreifbar als die mit einer oder 
mehreren Seitenketten ausgestatteten Derivate (vgl. MarrHews 1924, 
Tausz u. DonatH 1930, Evans 1947, CzEKALOWSKI u. SKARZYNSKI 1948 
sowie STANIER 1948). 

Waener (1914) berichtet tiber zwei als ,, Bacteriwm benzoli a und b** bezeichnete 
Organismen, die auf einer mit Benzol gesittigten Mineralsalzlosung zu wachsen 
vermochten. Unter den 23 Mycobacterium-Stammen, die VIERLING (1920) aus Erde 
isoliert hat, befanden sich ebenfalls einige Benzolzersetzer. Spater hat Tausson 
(1929) mit verbesserten Methoden Reinkulturen geziichtet, die Toluol als einzige 
Kohlenstoffquelle verwerten konnten, dabei erwies sich ein als ,,Bacteriwm toluolt- 
cum c“ bezeichneter Stamm zugleich auch als Benzoloxydant. GRANT u. Zo BELL 
(1944) haben benzolabbauende Mikroben aus marinen Sedimenten isoliert. 

Die erste mit modernen chemischen Methoden durchgefiihrte Untersuchung des 
mikrobiellen Benzolabbaus stammt von KLEINZELLER u. FENCL (1953). Die Verff. 
haben mit einem Organismus gearbeitet, dem sie eine nihere Verwandtschaft mit 
Micrococcus sphaeroides zuschreiben. Bei dieser Species handelt es sich um 
eine von GRAY u. THORNTON (1928) in einer Untersuchung itber aromatische Ver- 
bindungen abbauende Bakterien neu beschriebene Form, deren systematische 
Stellung zweifelhaft ist (vgl. BrRGEYs Manual, 6. Aufl. 1948, S. 275). Auf die Er- 
gebnisse der beiden Verff. tiber den Chemismus der Benzoloxydation werden wir im 
folgenden noch naher eingehen. 

Da in keiner der genannten Untersuchungen ein fiir systematische 
Zwecke ausreichend beschriebener Organismus verwendet worden ist 
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und es sich auch dann, wenn Namen genannt werden, meist um Arten von. 
zweifelhafter systematischer Stellung handelt, erschien es uns nicht 
wberfliissig, das Problem der mikrobiellen Benzoloxydation erneut anzu- 
greifen. Der erste Teil unserer Untersuchungen wird sich, nach einer 
kurzen Besprechung der Isolierungs- und Ziichtungsmethoden von 
Benzoloxydanten, vor allem mit dem Chemismus des mikrobiellen Benzol- 
abbaus beschaftigen. In einer nachfolgenden Mitteilung (Haccrus u. 
HELFRICH) soll die systematische Stellung der verwendeten Organismen 
erortert werden. 


I. Ziichtungsmethoden 


Bei der Herstellung geeigneter Ziichtungsbedingungen fiir benzolabbauende 
Mikroorganismen ist zu bedenken, daB es sich beim Benzol um einen leicht fliich- 
tigen, in waBriger Salzlésung sehr schwer léslichen! und spezifisch leichteren Stoff 
handelt. Man mu8 daher durch eine besondere Anordnung dafiir sorgen, daB die 
Oberflache der Nahrlésung nicht mit einer Benzolschicht bedeckt ist, denn die 
bakterielle Benzolverwertung bedarf aerober Bedingungen. Am besten geht man 
von einer  benzolgesiattigten 
Nahrlosung aus und sorgt fir 
kontinuierlichen Nachschub des 
verbrauchten Benzols. 

Tausson (1929) hat zwei 
Verfahren beschrieben. Bei dem 
einen wird die Benzolsaittigung 
der Mineralsalzlésung dadurch 
aufrecht erhalten, da8 das (mit 
einer gebogenen Pipette unter 
eine in der Lésung befindliche 
umgekehrte Petri-Schale  ge- 
brachte und dadurch am Auf- 
steigen gehinderte) Benzol dau- 
ernd mit der Lésung in Verbin- 
dung steht (= ,,Methode des 
Diffusionszuflusses“‘). Bei dem 

retain iy MR ne ey zweiten wird ein offenes GefaB 

Ae tare macmacaang eeteres Mengen it Narlosung in einen mit 

A Benzol; B Mineralsalzlésung; C Watte Benzolwasser beschickten Ex- 
siccator gestellt. 

Wir haben beide Verfahren ausprobiert, wobei sich die erste Methode als brauch- 
barer erwies. Zur Isolierung und Weiterziichtung der Organismen geniigte die 
Durchfiihrung in der von Tausson angegebenen Form. Da sich die Benzolzersetzer 
lediglich an der Oberfliche der Nahrlésung in Gestalt einer langsam dicker werden- 
den Kahmhaut entwickeln, muBte das Verfahren, um fiir die Respirationsmessungen 
geniigende Mengen zu liefern, folgendermafen abgeiindert werden. 

In den mittleren Schliff eines Dreihalskolbens (1000 ml) wird ein Tropftrichter 
eingesetzt, an dessen Auslauf ein 2 cm weites, nicht ganz bis zum Boden des Kolbens 
reichendes Glasrohr angeschmolzen ist (Abb. 1). Die beiden seitlichen Schliffe 
dienen zum DurchlaB der mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe durch die Nahr- 
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* 100 g Wasser lésen bei 20°C 0,181 g Benzol (Hortsa, Trans. Farad. Soc. 
15, 144 (1920). 
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losung gesaugten wattefiltrierten Luft. Durch den Tropftrichter wird Benzol zu der 
im Kolben befindlichen Mineralsalzlésung (B) geleitet, wobei das Ansatzrohr ebenso 
wie bei der Taussonschen Anordnung die umgekehrte Petri-Schale, die Ausbreitung 
des Benzols (A) an der Oberflaiche der Flissigkeit verhindert. Durch die Beliiftung 
wird ein gleichmaffiges Wachstum der Bakterien in der gesamten Nahrlésung 
erzielt, und auBerdem begiinstigt die Riihrwirkung der durchperlenden Luft das 
ec sndieren des Benzols, was ebenfalls die Entwicklung der Benzoloxydanten 
ordert. 

Im folgenden werden wir, wenn von der ersten Methode die Rede ist, die Ziich- 
tungsapparatur als ,,Tausson-Topf* bezeichnen und, wenn die zweite gemeint ist, 
vom ,,Beliftungskolben‘“ sprechen. 

Fir die Ziichtung in Tavusson-Toépfen hat sich folgende Nahrlésung als die 
giinstigste erwiesen: 1g (NH,),SO,; 1g K,HPO,; 1,25 g NaH,PO,- 2 H,0; 0,5 g 
MgSO,; 0,01 g CaCl, und 0,01 g FeSO,:'7 H,O in 1000 ml Aqua dest. (px 6,8). 
Bei den manometrischen Versuchen wurden die Ca- und Fe-Salze weggelassen. 
Als Benzol wurde kristallisierbares Benzol p.a. der Firma Merck (Darmstadt) 
verwendet. 


IL. Isolierung und Herkunft der verwendeten Organismen 


Folgendes Isclierungsverfahren hat sich am besten bewahrt. Zur Anreicherung 
der gesuchten Organismen wurden Erdproben verschiedener Herkiinfte mit Benzol 
iibergossen und mehrere Wochen stehen gelassen. Mit je 2—3 Tropfen einer Auf- 
schwemmung von derart vorbereiteten Erdproben wurde dann eine entsprechende 
Anzahl von Tausson-Tépfen beimpft. Da, wo sich nach einigen Tagen eine feine 
Haut gebildet hatte, wurde eine Ose in einen weiteren Tausson-Topf tibertragen 
und dies noch einige Male wiederholt. Die eigentliche Reinziichtung erfolgte dann 
in der iiblichen Weise auf Bouillon-Agar (Standard II von Merck). 


Den aktivsten Benzolzersetzer erhielten wir aus einem mit Schweine- 
mist frisch gediingten, sandig-lehmigen Ackerboden. Mit diesem vor- 
laufig als ,,Stamm M 5“ bezeichneten Organismus wurden die im folgen- 
den zu beschreibenden Respirationsmessungen durchgefiihrt. Obwohl 
Stamm M5 in seinen morphologischen und physiologischen Kigen- 
schaften weitgehend mit gewissen Stammen saprophytischer Myco- 
bacterium- und Nocardia-Arten iibereinstimmt, war er doch keiner der 
bereits beschriebenen Arten einwandfrei zuzuordnen. 


Ill. Nachweis und nihere Charakterisierung des Benzolabbaus 


Die Tatsache, da8 bestimmte Mikroorganismen fahig sind, sich auf 
einer benzolgesittigten waBrigen Mineralsalzlosung zu vermehren, ist 
noch kein Beweis dafiir, daB das Benzol als Kohlenstoffquelle verwertet 
wird. Es ware auch denkbar, da8 die Zellen lediglich gegen Benzol 
resistent sind und den Kohlenstoff nach Art der sogenannten oligocarbo- 
philen Actinomyceten (HIRSCH u. EnaEt 1956) den in der Laboratoriums- 
luft immer vorhandenen flichtigen, organischen Verbindungen entneh- 
men. SchlieBlich kénnte es sich auch um Organismen handeln, die 


Kohlendioxyd zu assimilieren vermogen. 
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DaB in einer mit unserem Stamm M5 beimpften, benzolhaltigen 
Nahrlésung auch unter CO,-AusschluB reichliche Zellvermehrung ein- 
tritt, lie® sich durch das Vorschalten zweier mit 50% iger KOH gefillter 
Gaswaschflaschen vor die Watteflasche des Beliiftungskolbens leicht 
nachweisen. 

Dagegen laBt sich die Méglichkeit einer ne ben der Benzolverwertungs- 
fahigkeit bestehenden Oligocarbophilie nicht ganz ausschlieBen. Stamm 
M 5 entwickelt auch auf Mineralsalzlosung ohne Benzolzugabe ein diinnes 
Hautchen, das sich allerdings, auch bei langerem Stehen, nicht mehr 
wesentlich verdickt. 

Der exakte Nachweis des Benzolabbaus und seiner oxydativen Natur 
wurde durch Respirationsmessungen im Warburg-Apparat erbracht. 


a) Methoden: Durch hochtouriges Zentrifugieren (etwa 20000 g) einer gut be- 
wachsenen Beliiftungskultur wurden die Organismen von der Nahrlésung getrennt, 
zweimal mit einem m/15 Phosphatpuffer (pq 6) gewaschen und in der gleichen 
Pufferlosung suspendiert. Vor dem Einfiillen in die GefaBe wurden die Aufschwem- 
mungen sorgfaltig homogenisiert. Man erhalt auf diese Weise Suspensionen gleich- 
mafiger Zelldichte, deren Medium abgesehen von Spuren von CO, keine Kohlen- 
stoffverbindungen enthilt. 

Von dieser Suspension wurden jeweils 1,5 ml in den Hauptraum der Reaktions- 
gefaBe (15 ml) gefiillt. In die Ansatzbirne kamen entweder 0,5 ml Benzolwasser 
(0,2% Benzol) oder bei den Leerversuchen das gleiche Volumen Wasser bzw. 
Pufferlosung. Registriert wurden die der Gasaufnahme bzw. Abgabe proportionalen 
Druckanderungen in Millimeter Bropre (= Manometerfliissigkeit). Im allgemeinen 
war es nicht erforderlich, die abgelesenen Druckdifferenzen in die entsprechenden 
Gasvolumina umzurechnen. Bei allen Messungen wurde der Gasaustausch in Ab- 
hangigkeit von der Zeit ermittelt. Die Thermostatentemperatur betrug 25° C. 

Das px-Optimum fiir den Benzolabbau durch den Stamm M 5 liegt zwischen 
pu 6,2 und px 6,5. Die Respirationsmessungen wurden bei pu 6 durchgefiihrt, um 
die zu beriicksichtigende Léslichkeit des CO, méglichst gering zu halten. Sie wurde 
nach AbschluB der Versuche gesondert bestimmt. 

Um auszuschlieBen, daB es sich bei dem beobachteten Sauerstoffverbrauch um 
eine unter den vorliegenden Bedingungen homo- oder heterogen katalysierte nicht 
bakterielle Benzoloxydation handelt, wurde ein BlindwertgefaB jeweils mit einer 
vorher zum Sieden erhitzten und dadurch abgetiteten Bakteriensuspension beschickt. 

Bei Atmungsversuchen mit fliichtigen Substanzen ist zu beriicksichtigen, dab 
die Gasdruckainderungen im ReaktionsgefiB nicht allen vom Sauerstoff- Kohlen- 
dioxyd-Austausch bestimmt werden. Quantitative Angaben sind daher immer mit 
einem gewissen Fehler behaftet. Wie jedoch aus dem Vergleich der am Thermo- 
manometer abgelesenen Werte mit denen der BlindwertgefaBe hervorgeht, ist in 
unserem Fall der Fehler so gering, daB er vernachlissigt werden kann. 


b) Ergebnisse: Die Kurven in Abb.2 stellen den Gasaustausch 
einer Suspension von auf benzolhaltiger Nahrlésungen gewachsenem 
Stamm M 5 dar und zwar mit und ohne Benzolzusatz wiihrend des Ver- 
suchs. Die Zeit Null entspricht dem Zeitpunkt des Vermischens des 
Benzolwassers bzw. der Pufferlésung mit der Bakteriensuspension. 
Nach der Benzolzugabe steigen Sauerstoffaufnahme (gemessen in 
—mm Broprk) und Kohlendioxydabgabe (+ mm Bropre) raschan. Nach 
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130 min wird die Kurve flacher und geht schlieBlich in eine Gerade iiber, 
die etwa derjenigen der Versuche ohne Benzolzusatz parallel lauft. Es 
ist anzunehmen, dai in dieser Zeit die zugesetzte Benzolmenge ver- 
braucht ist und da der danach noch zu beobachtende Gaswechsel, 
ebenso wie bei den Leerversuchen, auf endogener Atmung beruht. Da 
in den Suspensionen wegen des Fehlens einer Stickstoff-Verbindung 
im Medium keine nennens- 
werte Zellvermehrung statt- om Brodie 
finden kann, ist die Geschwin- 
digkeit des Gasaustausches im 
Bereich der Benzolatmung 
ebenso wie in dem der Leer- 
atmung konstant, d. h. die 
MeBwerte liegen annahernd 
auf einer Geraden. Derartige 
Versuche wurden mehrfach 
wiederholt, stets grundsatzlich 
mit dem gleichen Ergebnis. 
Die an den mit abgetdteten 
Bakterien beschickten GefaBen 
abgelesenen Blindwerte deck- 
ten sich mit geringfiigigen 
Abweichungen mit den vom 
Thermomanometer registrier- 
ten milieubedingten Druck- 
schwankungen. Damit ist ge- 
zeigt, daB fir den oxydativen 
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, : ‘ 5 ¥ Abb. 2. Sauerstoffaufnahme und Kohlendioxydabgabe 
gegebenen Versuchsbedingun von mit (J u. IZ) baw. ohne (III u. IV) Benzolzusatz 
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dationsvorginge nach ihrem Abklingen durch einen neuerlichen Benzol- 
gusatz wieder in Gang zu bringen sind, d. h. ob eine direkte Beziehung 
zwischen Benzolzusatz und O,-Aufnahme besteht (Abb. 3). Die Reaktions- 
gefiBe (G,,@, undG,) wurden mit je 1,5 ml Bakteriensuspension beschickt. 
Zur Zeit Null wurden 0,25 ml Benzolwasser mit der Suspension in G, 
und 0,5 ml mit der Suspension in G, vermischt und anschlieBend die 
Sauerstoffaufnahmen registriert. Das Gefi G, diente als Leerversuch 
ohne Benzolzusatz. Nach 130 min wurden die ReaktionsgefaBe gedffnet 
und nochmals zu G, 0,25 ml und zu G, 0,5 ml Benzolwasser zugesetzt. 
Das Verhiltnis der zugefiihrten Benzolmengen in G, und G, betrug also 
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sowohl nach der ersten als auch nach der zweiten Benzolzugabe 1:2. Das 
Gefa& G, bekam schlieBlich 300 min nach Versuchsbeginn noch 0,5 ml 
Benzolwasser. Danach waren die insgesamt den beiden GefaBen zuge- 
fiihrten Benzolmengen gleich. | 

Wie die graphische Darstellung in Abb. 3 zeigt, ist der Sauerstoff- 
verbrauch der zugefiigten Benzolmenge jeweils proportional. Die ent- 
sprechend den Benzolzusatzen 
zu erwartenden Verhaltnisse der 
Sauerstoffaufnahmen stimmen 
mit den gemessenen Werten 
sehr gut wberein. Auch dieser 
Versuch ist mehrmals wieder- 
holt worden. 

Aus diesen und den iibrigen 
Ergebnissen der manometri- 
schen Untersuchungen kann mit 
Sicherheit geschlossen werden, 
daB lebende Zellen des von wns 
isolierten M 5-Stammes fdhig 
sind, Benzol oxydativ abzubauen, 
und zwar in relativ kurzer Zeit. 

Fihrt man die geschilderten 
Versuche mit Suspensionen des 
M 5-Stammes durch, die vorher 
nicht in einer benzolhaltigen 
Mineralsalzlésung, sondern in 
einer gewohnlichen Nahrbouil- 
lon geziichtet worden sind, dann 
sind die Werte fiir die Sauer- 
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Zeiten erfolgtem Zusatz verschiedener Mengen von im Leerversuch omantoge glen 
Benzol zu Suspensionen des Stammes M 5 (Abb. 4). Erst nach etwa 30 min 
steigt die Sauerstoffaufnahme 
in den BenzolgefiBen rasch an, wihrend die der endogenen Atmung 
entsprechende Kurve des Leerversuchs ihre Neigung beibehalt. Es ist 
damit erwiesen, dafB die maximale Aktivitét gegentiber Benzol von ,,nicht 
adaptierten‘’ Zellen erst in einer ,,Adaptationszeit’ von mindestens einer 
halben Stunde erworben wird. 

Das Ergebnis dieses Versuchs stimmt mit der Beobachtung iiberein, 
daB bei einer Beimpfung des Beliiftungskolbens mit auf Nahragar ge- 
ziichteten Zellen die Triibung des Kolbeninhaltes ungefahr 36 Std spater 
deutlich erkennbar ist als bei Verwendung bereits auf benzolhaltiger 
Lésung gewachsener Zellen. Ob es sich hierbei um eine ,echte Adaptation 
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handelt, insofern als die benzoloxydierenden Enzyme unter dem Einflu8 
des Substrats gebildet bzw. vermehrt werden, oder ob lediglich eine Aus- 
_lese zum Benzolabbau befihigter Mutanten stattfindet, kann hier nicht 
entschieden werden. 
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Abb. 4. Sauerstoffaufnahme von mit (Z) bzw. ohne (ZZ) Benzolzusatz atmenden, 
nicht an Benzol adaptierten Benzoloxydanten 


IV. Versuche zur Aufklaérung der am Benzolabbau beteiligten 
chemischen Reaktionen 


Um den respiratorischen Quotienten des Benzolabbaus durch Stamm 
M 5 zu bestimmen, haben wir vier MeBreihen durchgefiihrt, bei denen die 
Druckablesungen in die proportionalen Gasvolumina umgerechnet 
wurden. Der Fehler, der durch Verdampfungsverluste bei der Benzol- 
zugabe zu erwarten ist, wurde durch besonders vorsichtiges und schnelles 
Arbeiten moglichst klein gehalten. Die erhaltenen R Q-Werte schwankten 
zwischen 0,6 und 0,7. 

Da bei vélliger Oxydation des Benzols 6 Mol Kohlendioxyd je 7,5 Mol 
verbrauchten Sauerstoffs gebildet wiirden (RQ 0,8), laBt unser Be- 
fund vermuten, da8 kohlenstoffreichere Abbauprodukte als Endstufen 
der Benzoloxydation entstehen und wahrscheinlich auch in das Nahr- 
medium ausgeschieden werden. 

Um die vermuteten Abbauprodukte im Nahrmedium analytisch nach- 
weisen zu kénnen, wurden aus 250 ml einer 3 Tage auf benzolhaltiger 
Nahrlésung gewachsenen M 5-Kultur die Zellen durch Zentrifugieren 
abgetrennt und in 10 ml m/15 Phosphatpuffer (pu 6) suspendiert. 
Diese Suspension wurde dann nach Zusatz von 20 mg Benzol unter Luft 
geschiittelt, bis keine Sauerstoffaufnahme mehr zu beobachten war. 
Nach 14 Std wurde die Suspension durch hochtouriges Zentrifugieren 
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geklirt und der mit 30 ml einer 2n Schwefelséure angesauerte Uber- 
stand im Perforator 48 Std mit Ather extrahiert. 

Die papierelektrophoretische Untersuchung des Atherextraktes! 
ergab drei, bei pr 8,7 (Boratpuffer) zur Anode wandernde, also saure Sub- 
stanzen2, von denen die mittlere in ihrer Wanderungsgeschwindigkeit 
mit zum Vergleich zugesetzter trans-trans-Muconsdaure identisch 
war. Versetzte man einen Teil des Atherextraktes und eine atherische 
Lésung von trans-trans-Muconsiure bis zur Entfarbung mit Brom und 
stellte dann wieder den papierelektrophoretischen Vergleich an, so zeigte 
sich abermals Ubereinstimmung in der Lage der bromierten Dicarbon- 
sauren. 

Trans-trans-Muconsaure ist als Produkt des mikrobiellen Benzol- 
abbaus vor einigen Jahren von KLEINZELLER u. FENCcL (1952) nach- 
gewiesen worden. Hierbei wurde mit einem aus Abwassern isolierten 
Organismus gearbeitet, den die Verff. als Micrococcus sphaeroides Gray 
u. Thornton bestimmt haben. Auf Grund der Beobachtung, daB Phenol 
und Brenzcatechin etwa gleich rasch, wenn auch langsamer als Benzol, 
von diesem Mikroorganismus oxydiert werden, kommen die Autoren zu 
dem SchluB, da hier der Abbau in der Reihenfolge: Benzol — Phenol — — 
Brenzcatechin — cis-cis-Muconsaéure — trans-trans-Muconsaure verlauft. 

Folgende Ergebnisse einer nach der Methode von SranterR (1947) 
durchgefiihrten Adaptationsanalyse lassen jedoch auf ein hiervon ab- 
weichendes Verhalten des von uns untersuchten Benzolzersetzers 
schlieBen. In mehreren Versuchsreihen wurde die Sauerstoffaufnahme 
von an Benzol adaptierten Zellsuspensionen in Gegenwart von Phenol, 
Brenzcatechin und Resorcin oder Hydrochinon gemessen und mit den 
bei Benzoloxydation erhaltenen Werten verglichen. Bei dem in Abb. 5— 
wiedergegebenen Versuch wurden zu je 2 ml Gesamtvolumen (= 1,5 ml 
Suspension + 0,5 ml der Lésung des Substrats in m/15 Phosphatpuffer 
pu 6) 0,9 mg Benzol, 1,3 mg Brenzcatechin, 0,5 mg Phenol und 1,3 mg 
Hydrochinon zugesetzt. 

Wie aus den Kurven der Abb. 5 ersichtlich ist, vermag eine an Benzol 
adaptierte Zellsuspension Brenzcatechin mit mindestens der gleichen 
Geschwindigkeit zu oxydieren wie Benzol (Kurve II). Phenol dagegen 
wird in den ersten 4 Std mehr als 10mal langsamer veratmet als Benzol, 
danach steigt die Kurve der Sauerstoffaufnahme an, erreicht aber nach 
6 Std noch nicht diejenige der Benzolatmung (Kurve III). Bei Zugabe 
von Hydrochinon, als wenig wahrscheinlicher Zwischenstufe des Benzol- 
abbaus, ist der Sauerstoffverbrauch anfangs der gleiche wie bei Phenol, 
seine Geschwindigkeit nimmt jedoch innerhalb der Versuchsdauer nicht 
zu (Kurve IV). 


1 Nach WIELAND u. PFLEIDERER (1955). 
* Nachweis nach Brna u. KaLaMAR (1956). 
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Verwendet man vorher abgetétete Suspensionen der Mikroorganismen, 
dann laBt sich bei keiner der untersuchten Substanzen eine Sauerstoff- 
aufnahme feststellen. 

Um Fehlschliisse infolge der moéglichen Toxicitaét der Phenole aus- 
zuschlieBen, wurde jedem ReaktionsgefiB nach Abschlu8 der Versuche 


0,5 ml Benzolwasser zugesetzt und 


mim Brodie IT nunmehr die Benzolatmung der 
00 piston ears : vorher den Phenolen ausgesetzten 


Organismen verfolgt. Wie den 
Kurven der Abb. 6 zu entnehmen 
ist, steigt der Sauerstoffverbrauch 


-mm&rodle 
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Abb. 5. Sauerstoffaufnahme von an Benzol adaptierten Abb. 6. Toxicitits-Test. Benzoloxydation 
Organismen des Stammes M 5 in Gegenwart von von Zellsuspensionen, die 385 min vor Beginn 
Benzol (I), Brenzeatechin (17), Phenol (III) des Versuchs Benzol ( ) 
und Hydrochinon (IV) bzw. Phenol (----- ) zugesetzt bekamen 


in den Suspensionen, denen Phenol (oder Hydrochinon) zugesetzt war, fast 
ebenso schnell an wie in denjenigen, die vorher nur Benzol (oder 
Brenzcatechin) enthielten. Phenole in den angewandten Konzentrationen 
sind also nicht merkbar toxisch fiir die Zellen des M 5-Stammes. 
Eine Erhéhung der Phenolkonzentration auf das Doppelte hat allerdings 
eine Hemmung der Benzolatmung um etwa 50% zur Folge. Dies stimmt 
ungefaihr iiberein mit den Angaben, die STANIER (1948) iiber die fiir 
Pseudomonas fluorescens toxische Phenolkonzentration gemacht hat 
(1 mg Phenol je ml Medium hemmt das Wachstum). 

Aus den Ergebnissen unserer Adaptationsversuche kann, unter Ver- 
wendung der von STanrER (1947) ausfiihrlicher eroérterten Argumente, 


geschlossen werden, daf§ bei den von uns untersuchten Organismen 
26* 


392 Tu. WIELAND, G. Griss und B. Hacctvs: 


Brenzcatechin auf dem Weg des Benzolabbaus liegen diirfte, da es von 
benzoladaptierten Zellen mindestens ebenso rasch wie Benzol abgebaut 
wird. Infolgedessen ist es auch nicht gelungen, diese Verbindung als 
Zwischenprodukt des Benzolabbaus in den Zellen oder in der Kultur- 
fliissigkeit nachzuweisen. 

Das Auftreten von Phenol, als primérem Oxydationsprodukt des 
Benzols, erscheint hingegen wegen seiner schlechten Angreif barkeit durch 
benzoladaptierte Zellen sehr unwahrscheinlich, so daB man eine direkte 
Oxydation des Aromaten zum zweiwertigen Phenol (Brenzcatechin) 
annehmen muB. Diese kénnte z. B. folgendermafen formuliert werden: 


O O 

VA 7 6 og cea 
| ) pela leas | | . me’ yyeh om 

VY ) a Ny, ie Oa 


Die weitere Oxydation zur Muconsaure ist, analog der Brenzcatechin- 
oxydation durch ein Enzym aus Pseudomonas fluorescens (KATEGURI 
1955), ebenfalls gut zu verstehen. 


VY. Versuche zur Extraktion einer Benzoloxydase 

Wir haben zahilreiche Versuche angestellt, um zellfreie Extrakte mit 
benzoloxydierender Wirkung aus Kulturen des Stammes WM 45 zu ge- 
winnen. Sie sind bisher durchweg negativ verlaufen. 

Es wurden folgende AufschluBverfahren an frisch abzentrifugierten Zellpasten 
und aktiven Gefrier- oder Aceton-Trockenpraparaten ausprobiert (Huco 1954): 
Verreiben mit Kieselgur oder Aluminiumoxyd im Morser oder Homogenisator; Be- 
schallen von Suspensionen mit Ultraschall; Autolyse durch mehrmaliges EHinfrieren 
in fliissigem Stickstoff und Auftanuen; Behandlung frischer und getrockneter Zellen 
mit Toluol, Benzol, Chloroform, n-Butanol oder Aceton; Einwirkung von Lysozym 
auf die feuchten Bakterien; Kinwirkung hoher Drucke (10000 at/cm?) auf aktive 
Trockenpulver und Gemische frischer und getrockneter Zellen mit Kieselgur. 

Bei der Mehrzahl dieser Verfahren gelang es nicht einmal die Zellen 
zu zerstéren, wie sich durch mikroskopische Untersuchungen und durch 
Abimpfen auf ein frisches Nahrmedium leicht nachweisen lieB. Lediglich 
das Zerreiben frisch abzentrifugierter Zellen mit Kieseleur oder Alumi- 
niumoxyd unter His-Kochsalz-Kiihlung in einem Homogenisator des 
EivEHJEM-Porrer-Typs (2 g Zellen + 6 g Kieselgur in 5 ml Phosphat- 
puffer) lieferte nach dem Abzentrifugieren gelb bis orange gefarbte 
Lésungen, die einige Milligramm Protein je ml enthielten. Diese Lésungen 
zeigten jedoch im Warburg-Apparat nach Benzolzugabe keine Sauerstoff- 
aufnahme. Nur wenn Brenzcatechin als Substrat gegeben wurde, war eine 
deutliche Sauerstoffaufnahme (90 ml O, je 1,2 mg Brenzcatechin 
in 150 min mit 0,2 ml Extrakt) zu beobachten, die nach Aufkochen der 
Enzymlésung unterblieb. Sie erreichte allerdings nicht den Wert der 
Sauerstoffabsorption intakter Zellen in Gegenwart von Brenzcatechin. 
Die Wirkung einer Phenoloxydase war hingegen nicht nachzuweisen. 
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Diese Befunde unterstreichen die durch Adaptationsanalyse mit intakten 

Zellen erhaltenen Ergebnisse beziiglich des Abbauwegs des Benzols. 
Weiterhin konnte in den gelben Zellextrakten eindeutig die Wirkung einer 

Katalase nachgewiesen werden, die jedoch nicht naher untersucht wurde. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


Isolierung und Ziichtung benzolverwertender Mikroorganismen werden 
beschrieben. 

Durch Respirationsmessungen im Warburg-Apparat wird nachge- 
wiesen, dal} Suspensionen des aus Gartenerde neu isolierten Stammes 
M 5 fahig sind, Benzol in relativ kurzer Zeit oxydativ abzubauen. 

Auf Nabragar geziichtete Organismen des gleichen Stammes bediirfen 
(im Gegensatz zu auf benzolhaltiger Mineralsalzlosung herangewachse- 
nen) einer Adaptationszeit von mindestens 30 min, bis die maximale 
Aktivitat gegentiber Benzol erreicht ist. 

Wahrend der mikrobiellen Benzoloxydation ins Medium abgeschiedene 
trans-trans-Muconsiéure konnte analytisch nachgewiesen werden. 

Da Brenzcatechin von an Benzol adaptierten Organismen sofort, 
Phenol jedoch erst nach einer Adaptationszeit von 4—5 Std verwertet 
wird, erscheint der von KLEINZELLER u. Frencu (1952) fiir die Benzol- 
oxydation durch Micrococcus sphaeroides vermutete Weg vom Benzol 
iiber Phenol zu Brenzcatechin und Muconsaure fiir den hier untersuchten 
Organismus unwahrscheinlich. 

Es muB eine direkte Oxydation des Benzols zum zweiwertigen Phenol 
(Brenzcatechin) angenommen werden. 

Versuche zur Extraktion einer Benzoloxydase schlugen fehl. Es konnte 
lediglich eine gelbliche, proteinhaltige Losung gewonnen werden, in 
welcher neben Katalase eine Brenzcatechin-Oxydase, aber keine Phenol- 
Oxydase nachzuweisen war. 

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Unterstiitzung der 
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II. Beschreibung und systematische Stellung 
benzolabbauender Mikroorganismen 


Von 
B. HACCIUS und 0. HELFRICH 


Mit 4 Textabbildungen 
(Eingegangen am 10. September 1957) 


Wie in der Einleitung des ersten Teils dieser Untersuchungen (WIE- 
LAND, GRIss u. Haccrus) naher ausgefiihrt wurde, gibt es zahlreiche 
Angaben tiber Mikroorganismen, die Phenol oder andere Benzolderivate 
abzubauen vermégen, aber relativ wenige Stamme, die allein oder zu- 
gleich auch fahig sind, unsubstituiertes Benzol anzugreifen (vgl. ZOBELL 
1950). 

Wir haben unter Verwendung eines von uns neu isolierten Stammes 
(Stamm M 5) den Abbauweg des Benzols naher zu analysieren versucht 
und sind dabei zu etwas anderen Ergebnissen gekommen als KiEry- 
ZELLER u. FEnci (1952), die mit einem als Micrococcus sphaeroides be- 
zeichneten Organismus gearbeitet haben. 

Da die Urheber der wenigen bisher untersuchten Falle mikrobiellen 
Benzolabbaus (STORMER 1908; WAGNER 1914; Vrertrne 1921; Tausson 
1929; Grant u. ZOBELL 1944) in keinem Fall vollstandig beschrieben 
sind und es sich speziell bei Micrococcus sphaeroides um eine Art von 
zweifelhafter systematischer Stellung handelt (vgl. Ber@rys Manual, 
6. Aufl., S. 275), bleibt die Frage offen, ob die Fahigkeit zum Benzol- 
abbau Kigenschaft einer bestimmten systematischen Gruppe ist oder 
zerstreut innerhalb verschiedenster Verwandtschaftskreise vorkommt. 
Das letztere gilt sicher fiir den mikrobiellen Abbau des Phenols, der 
sowohl bei Psewdomonas-Arten als auch bei verschiedenen Vertretern 
der Gattungen Mycobacterium und Nocardia eindeutig nachgewiesen ist. 
Keiner der bisher untersuchten Pseudomonas-Staimme vermag jedoch 
Benzol anzugreifen. 

Wir werden im folgenden zunachst eine ausfiihrliche Beschreibung 
des von uns naher untersuchten Stammes M 5 geben und zum Vergleich 
einen weiteren Mikroorganismus (Stamm F /) heranziehen, bei dem 
wir ebenfalls eine, wenn auch etwas geringere Abbaufahigkeit gegeniiber 
Benzol nachweisen konnten. Auf Grund des so gewonnenen Materials 
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und der sehr zerstreuten Angaben in der Literatur werden im zweiten Teil 
unserer Ausfiihrungen die systematische Stellung der in Frage stehenden 
Organismen und ihre eventuelle Identitat oder Verwandtschaft diskutiert. 


I. Beschreibung der untersuchten Benzolzersetzer 


Stamm M5 
Morphologie. In jungen Kolonien feine, mehr oder weniger ge- 
krimmte und stark lichtbrechende Staibchen, 0,3—0,5/3—9 wu (Abb. 1 I). 
Keine Eigenbeweglichkeit. Infolge des zunachst ,,winkeligen‘‘ Wachs- 
tums charakteristische V- und Y-Figuren. Verzweigungen sehr selten. 
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Abb. 1. Nocardia spec. Stamm M 5. Organismen einer 24 Stunden (1) 
und einer 3 Tage (IL) alten Kultur, Fiirbung nach GRAM. Mefstrich = 10 


Tn alteren Kulturen werden die Stabchen kiirzer, und nach 2—3 Tagen 
zerfallen sie in Kurzstaibchen und kokkoide Gebilde (Abb. 1 IT), die 
haufig in ihrer urspriinglichen Anordnung in gebogenen Linien anein- 
ander hangen bleiben. Gelegentlich findet man einzelne keulenformig 
angeschwollene oder anders gestaltete Involutionsformen. Diese unter- 
scheiden sich von den normalen kokkoiden Endstadien vor allem durch 
ihre GroBe. Keine Sporenbildung. 

Farbbarkeit. Gute Farbbarkeit simtlicher Stadien. Grampositiv. 
Der Inhalt der Stabchen farbt sich ungleichmaBig, besonders vor dem 
Zerfall. Die Stabchen des frisch isolierten Stammes waren tiberwiegend 
siurefest (keine Entfarbung mit 5% iger H,SO,). Nach mehrmonatiger 
Kultur auf Nahragar ging die Saurefestigkeit verloren. 

Kulturen auf verschiedenen Nahrbéden. Ndhragar (Standard II von 
Merck): Gutes Wachstum. Kolonien mit matter, feinrunzeliger Oberflache und 
unregelmaBigem, sich verastelndem Rand (Abb. 2). Leicht vom Nahrboden ab- 
hebbar. Manchmal ist das Wachstum besonders tippig, die Kolonien sind dann glatt, 


feuchtglinzend und zusammenflieBend. Farbe der Kolonien zunachst beigefarben, 
nach einigen Wochen hell lachsfarben. — N dhrbouillon: Anfangs leichte Triibung, 
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spiter meist klar bleibend. Dicke schollige und an der Glaswand haftende Haut, 
beigefarbenes Sediment. — Kartoffelkeile: Gutes Wachstum, Kolonien erhaben mit 
matter Oberfliche, zuerst beigefarben, spiter braunlich, stellenweise lebhaft rot. — 
Malzagar: Gutes Wachstum. — Haferflockenagar: Sehr sparliches Wachstum. 

Fermentative Leistungen. Gelatinestich: Keine Verfliissigung. — Lackmus- 
Milch: Ma®iges Wachstum. Milch und py-Wert nicht merklich verandert (Beob- 
achtungszeit 1 Woche). — Blutagar: Keine Hamolyse, keine Verfarbung. 

Keine Indolbildung aus Tryptophan. — Keine Nitritbildung aus Nitrat. — 
Keine H,S-Bildung. — Kein Gas und keine nennenswerte Saurebildung mit Glu- 
cose. Kein Gas und keine Saure mit Fructose, Maltose, Saccharose, Lactose, Mannit 
und Inosit. — Keine Starkehydrolyse. 

Verwertung von Benzol und Paraffin als Kohlenstoffquellen. 


Abb. 2. Nocardia spec. Stamm M 5, Drei Tage alte Kolonie auf Bouillon-Agar. Vergr. 8 x 


Sonstige Kigenschaften. Streng aerob. — Optimaler pqg-Wert bei Wachstum 
auf Nihrbouillon 6,7—7. — Optimaler py-Wert bei Wachstum auf benzolhaltiger 
Mineralsalzlésung 6,3—6,6. — Optimale Temperatur: 21—22° C. Uberlebt 55° C 
15 min, 60° C 4 min und 65° C héchstens 1 min. 

Sehr trockenresistent. Aus einem durch Gefriertrocknung oder durch Trocknung 
iiber P,O; erhaltenen Pulver lassen sich lebenskraftige Kolonien abimpfen. 

Das Wachstum wird in einer 2 ppm Penicillin G (Hoechst) enthaltenden Nahr- 
lésung gerade noch gehemmt. 

Nicht pathogen fiir Meerschweinchen?. 

Herkunft. Frisch mit Schweinemist gediingte, sandig-lehmige Ackererde des 
Botanischen Gartens der Universitit Mainz. 

Typus. Die Originalkultur des Stammes M45 wird in der mikrobiologischen 
Sammlung des Botanischen Instituts der Universitit Mainz gehalten. 


Stamm F 1 
Der zweite Benzolzersetzer, den wir als Stamm F J bezeichnet haben, 
wurde uns freundlicherweise von Herrn Dr. U. WINKLER (Institut fiir 
Mikrobiologie der Universitat Frankfurt) zur Verfiigung gestellt. Er ist 


* Die Priifung auf Pathogenitit wurde freundlicherweise von Herrn Dr. J 
ALBRECHT, Hygienisches Institut der Universitat Mainz, durchgefiihrt. 
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aus zeitweise mit Abwassern der Firma Merck (Darmstadt) tiber- 
schwemmter Erde isoliert worden. 

Da uns die Kigenschaften des F 1-Stammes gut zu der in Brranys 
Manual (7. Aufl., 8S. 724) wiedergegebenen Beschreibung von Nocardia 
corallina (BrerGEy et al.) Waxs. u. Henrict zu passen schienen, haben 
wir eine uns liebenswiirdigerweise von Frau Professor Dr. v. PLorHo aus 
der Sammlung des Géttinger Mikrobiologischen Instituts zur Verfiigung 
gestellte Kultur dieser Art zum Vergleich herangezogen. 


if II 
Abb. 3. I Nocardia corallina (Géttingen); Il NV. corallina Stamin F 1. 
Drei Tage alte Kolonien auf Bouillon-Agar. Vergr. 10 x 


Bis auf die Fahigkeit zum Benzolabbau, die dem Gdéttinger Stamm 
fehlt, gleicht unser Stamm F' 7 diesem vollkommen. In Abb. 3 sind 
junge Kolonien der Gottinger Nocardia corallina (1) und unseres Stam- 
mes (II) wiedergegeben. Die Ubereinstimmung in der Wachstumsweise 
ist deutlich. Charakteristisch sind die konzentrischen Ringe starkerer 
Zellvermehrung und Farbung. (Man vgl. hierzu ComBprEs, KAUFFMANN 
u. VAzZART (1957) tiber Nocardia worensis). 


Von der in Bercrys Manual hauptsachlich nach Gray u. THORNTON (1928) 
zitierten Beschreibung weichen beide Stimme insofern ab, als frische und auch 
altere Bouillonkulturen meist vollkommen klar bleiben, wahrend in der genannten 
Beschreibung von Nocardia corallina die Bouillonkulturen als ,usually turbid 
bezeichnet werden. 

Triibung der Nahrbouillon ist nach dem Zeugnis simtlicher Bearbeiter der 
saprophytischen Mycobakterien und Nocardien ein Anzeichen fiir »bakterien- 
artiges Wachstum ohne Mycelbildung“. Wir haben sowohl beim Géttinger als auch 
beim Stamm F 7 in allen Nahrmedien die mehr oder weniger ausgeprigte Bildung 
eines aus verzweigten Faden bestehenden, kleinen und sehr hinfalligen Anfangs- 
mycels beobachten kénnen (Abb. 4 I). Hin solches ist fiir die Mehrzahl der Nocardia- 
Arten charakteristisch, nur ist es bei den N. corallina nahestehenden Vertretern 


besonders schwach ausgebildet. 
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AuBerdem ist es durchaus méglich, daB bei NV. corallina die Fahigkeit zu mycel- 
artigem Wachstum und damit das Verhalten der Bouillonkulturen von Stamm 
zu Stamm variiert. Das gleiche gilt nach Jensen (1931) von Proactinomyces 
polychromogenes (= Nocardia polychromogenes), wo er das Vorkommen konstanter 
R (= rod)- und F (= filament)-Varianten beschreibt. 

Offenbar ist auch das Merkmal der Abbaufahigkeit gegeniiber schwer angreif- 
baren Aromaten weitgehend variabel. Fast alle Phenol verwertenden Mycobacterium 
agreste (= N. corallina)-Stamme, die Gray u. THORNTON (1928) nach entsprechen- 
der Bodenbehandlung isoliert hatten, verloren spiter diese Eigenschaft. Auch 
KLEINZELLER u. FEnci (1952) haben beobachtet, daB8 die Fahigkeit zum Benzol- 
abbau nach langerer Kultur auf kiinstlichen Nahrmedien verschwindet. 


Abb. 4. Nocardia corallina Stamm F 1; Organismen einer 24 Stunden (I) und einer 3 Tage (II) 
alten Kultur, Firbung nach Gram. Mefstrich = 10 u 


Die Benzolverwertung, die unseren vor dem Géttinger Stamm aus- 
zeichnet, kann daher kein Gegenargument gegen die Auffassung liefern, 
dap es sich beim Stamm F 1 um eine benzolabbauende Variante von No- 
cardia corallina (Bergey et al.) Waks. et Henrici handelt. Die wich- 
tigsten Synonyme sind: Mycobacterium agreste Gray et Thornton, 
Proactinomyces corallinus Jensen und Mycobacterium rhodochrous 
(Overbeck) Gordon et Mihm. 


Kine ausfithrliche Aufzihlung der von uns gepriiften morphologischen und 
kulturellen Kigenschaften eriibrigt sich. Es sei hier nur noch kurz auf die wichtigsten 
Unterschiede zwischen den beiden Benzolzersetzern Stamm M5 und Nocardia 
corallina Stamm I I eingegangen. Beide zeichnen sich durch eine mehr oder weniger 
intensive Rotfarbung der Kolonien aus, waihrend diese jedoch bei N. corallina frith 
und kraftig auftritt, wird sie beim Stamm M 5 zumeist nur an ziemlich alten Kul- 
turen sichtbar. 

Weitere Unterschiede sind, neben der bereits erwihnten Ausbildung eines An- 
fangsmycels bei N.corallina, deren unter den gegebenen Bedingungen fehlende 
Saurefestigkeit und wesentlich gréRere Hitzeresistenz. N. corallina iiberlebt eine 
Temperatur von 60° C 1 Std, 65° C 1/, Std, und erst 70° C sind bereits wahrend der 
1. min tédlich. v. PLorno (1950) hat unter den von ihr isolierten Proactinomyceten 
3 Stiimme beschrieben, die 60° 1 Std itberlebten und die alle drei zu den Vertretern 
mit rotem Pigment gehérten. Eine fiir einen Nichtsporenbildner sehr hohe Wider- 
standsfahigkeit gegen Erhitzung geben auch KAvFFMANN, COMBES u. VASART (1957) 
fiir Nocardia ivorensis an. 
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Auch gegeniiber der antibiotischen Wirkung von Penicillin G reagiert NV. corallina 
weniger empfindlich als die Organismen des M5-Stammes. Die Zellvermehrung 
wird in einer 30 ppm Penicillin G (Hoechst) enthaltenden Nahrbouillon gerade noch 
gehemmt. 


II. Diskussion der systematischen Einordnung 
des untersuchten Benzolzersetzers (Stamm M 5) 


Wahrend der benzolverwertende F1-Stamm relativ leicht zu iden- 
tifizieren war, ist die Zuordnung des Stammes MV 5 zu einer bereits be- 
schriebenen Art nicht ohne weiteres méglich. Der fiir beide Stéimme 
charakteristische Zerfall feiner langer Staébchen in Kurzstaébchen und 
_kokkoide Formen (Abb. 1 II und Abb. 4 II) verweist auch den M 5- 
Stamm in die Ordnung der Actinomycetales, in welcher BucHaNaN 
(1917) die Gattungen Corynebacterium, Mycobacterium und Actinomyces 
zusammengefaBt hat. 

Nach WaxksmaAN u. Henrict (BERGEYs Manual, 7. Aufl., S. 694) wer- 
den neuerdings die Familien Mycobacteriaceae Chester, Actinomycetaceae 
Buchanan und Streptomycetaceae Waksman weiter in der Ordnung der 
Actinomycetales Buchanan zusammengefaBt, wahrend die Coryne- 
bacteriaceae Lehm. et Neum. trotz ihrer, unseres Erachtens, sehr nahen 
Beziehungen zu den Mycobacteriaceae (vgl. JENSEN 1934.u. 1952, UMBREIT 
1939, Conn u. Diwmick 1947 sowie Miter 1957) aus der Ordnung 
der Actinomycetales herausgenommen und zu den Hubacteriales gestellt 
werden. 

Unser Stamm M5 hat zwar morphologisch groBe Ahnlichkeit mit 
einigen der von JENSEN beschriebenen saprophytischen Corynebakterien. 
Da diese jedoch samtlich als nicht saéurefest beschrieben werden und 
haufig Proteasen bilden, verschiedene Zucker gut vergaren und in keinem 
Fall Paraffin verwerten (HAAG 1927 und JENSEN 1934), kommt die Gattung 
Corynebacterium fiir die Einordnung des beschriebenen Benzolzersetzers 
kaum in Frage. 

Auch die Streptomycetaceae kénnen von vornherein auger Betracht 
bleiben, da der Stamm M 4 keinerlei Mycelbildung, auch nicht wie 
N. corallina ein hinfalliges Anfangsmycel, aufweist. Damit bleiben als 
Méglichkeiten fiir die systematische Einordnung nur noch die Myco- 
bacteriaceae und unter den Actinomycetaceae die im Gegensatz zu Acti- 
nomyces Harz iiberwiegend saprophytische und Mycobacterium nahe 
stehende Gattung Nocardia Trevisan. 

JENSEN (1931 und 1932) hat fiir die in ihren Eigenschaften zwischen 
den Mycobakterien und den Actinomyceten stehenden Formen mit in 
Stabchen und kokkoide Formen zerfallendem Anfangsmycel die (unseres 
Erachtens sehr gliickliche) Gattungsbezeichnung Proactinomyces vor- 
geschlagen. WaKSMAN u. Henrict haben in der 6. u. 7. Aufl. von BER- 
Grys Manual aus Griinden der Prioritéat Nocardia Trevisan vorgezogen. 


400 B. Haccrus und O. HELFRICH: 


Innerhalb der Gattung Nocardia (= Proactinomyces) interessiert in 
bezug auf unseren Benzolzersetzer vor allem die den Mycobakterien am 
nachsten stehende Gruppe, zu welcher auch N. corallina gehért. Es han- 
delt sich dabei um das Subgenus I A nach JENSEN (1932), welches Proac- 
tinomyces ruber nach KRASSOLNIKOW (1938) bzw. «-Proactinomyces nach 
Umererr (1939) entspricht. Hierzu gehéren alle teilweise sdéurefesten, 
nicht proteolytischen und nicht diastatischen, schwer angreifbare 
Kohlenwasserstoffe und Heterocyclen verwertenden Proactinomyceten 
mit kleinem, rasch zerfallendem Anfangsmycel und bakterienartigem 
Wachstum. 

Samtliche Bearbeiter sind sich darin einig, daB flieBende Uberginge 
zwischen diesen am wenigsten differenzierten Proactinomyceten und den 
Mycobakterien bestehen, sie differieren jedoch in ihren Ansichten dar- 
tiber, an welcher Stelle und auf Grund welcher Merkmale die Grenze zu 
ziehen sei. 

JENSEN hat das Vorhandensein bzw. Fehlen eines, wenn auch noch 
so rudimentaren Anfangsmycels als Unterscheidungsmerkmal vorge- 
schlagen, worin ihm WaxksMAN u. Henrici gefolgt sind. Wahrend jedoch 
JENSEN (1931) anlaBlich einer Diskussion der systematischen Stellung 
von Mycobacterium coeliacum die Abtrennung auf Grund dieses Merkmals 
konsequent durchfiihrt, stellen WAksMAN u. Henrict lediglich Mycobac- 
terium smegmatis (= M.lacticola) und Mycobacterium phlei zur Gattung 
Mycobacterium Lehm. et Neum., waihrend alle ibrigen als Mycobakterien 
beschriebenen bodenbewohnenden Saprophyten ohne Beriicksichtigung 
der Mycelausbildung der Gattung Nocardia Trevisan (Actinomycetaceae) 
zugeordnet werden. Auf diese Weise werden naichstverwandte Organismen 
nicht nur zu verschiedenen Gattungen, sondern sogar zu verschiedenen 
Familien gestellt. 

Da die Kigenschaften des Stammes / 5 seine Kinordnung sowohl unter 
Mycobacterium als auch unter Nocardia rechtfertigen wiirden, ist es 
notig, noch etwas néher auf die Problematik dieser auch in der 7. Aufl. 
von Bercrys Manual durchgefiihrten Gruppierung einzugehen. 

Es 1aBt sich kein Merkmal finden, das die beiden Saprophyten, 
Mycobacterium phlei und M. lacticola, befriedigend von den Nocardia- 
Arten mit hinfalligem Anfangsmycel trennt. Strikte Saiurefestigkeit, wie 
sie allgemein fiir die Gattung Mycobacterium als charakteristisch gilt, ist 
weder bei M. lacticola noch bei M. phlei gegeben, beides Arten, die sich 
in ihrer teilweise fehlenden Siurefestigkeit nicht wesentlich von Nocardia- 
Arten wie z. B. N. coeliaca (= Mycobacterium coeliacum Jensen) unter- 
scheiden (vgl. ERIKSON 1949). 

Auch im Grad der Ausbildung eines aus verzweigten Faden bestehen- 
den Anfangsmycels sind, wie am Beispiel von N. corallina niher aus- 
gefiihrt wurde, flieBende Uberginge zu beobachten. Bekanntlich haben 
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alle Mycobakterien unter bestimmten Kulturbedingungen eine mehr oder 
weniger ausgepragte Tendenz, verlingerte Zellen mit Verzweigungen zu 
pbilden, wahrend einige neuerdings zu Nocardia gestellte Arten, wie z. B. 
N. rubropertincta meistens ein Anfangsmycel vermissen lassen. Damit 
fallt aber auch das mit der Mycelbildung im Zusammenhang stehende 
Klarbleiben oder Triibwerden von Bouillonkulturen als Unterschei- 
dungsmerkmal aus. 

In Anbetracht dieser Schwierigkeiten sind Untersuchungen von 
Bisset u. Moore (1949) und vor allem eine neuerdings erschienene 
Arbeit von Gordon u. Mam (1957) von Bedeutung. Die zuletzt genann- 
ten Verfasserinnen haben 676 Stamme untersucht, die sie aus verschie- 
denen Sammlungen und Laboratorien unter den Gattungsnamen Myco- 
bacterium, Nocardia und Streptomyces bekommen hatten. Samtliche 
Mycobacteriwm-Stamme bildeten, wenn iiberhaupt, lediglich ein briichi- 
ges, rasch in Stabchen und kokkoide Formen zerfallendes Mycel ohne 
Lufthyphen, 92% der Streptomyces-Stéimme hatten ein bleibendes Mycel 
mit Lufthyphen. Bei den als zur Gattung Nocardia gehérig identifizier- 
ten Arten verhielten sich 18% wie Mycobacterium und 81% wie Strep- 
tomyces, nur 1% nahm eine Zwischenstellung ein. 

Ebenso wie Bisset u. Moore (1949) kommen die Verfasserinnen zu dem 
Ergebnis, daB die Gattung Nocardia heterogen sei. Sie schlagen vor, die 
zur Zeit unter dem Gattungsnamen Nocardia registrierten Formen mit 
mycobacteriumartigem Wachstum wieder mit Mycobacterium za ver- 
einigen. 

Wenn wir dem in Bercrys Manual durchgefiihrten Vorgehen von 
Waxsman u. Henrict folgen, miissen wir unseren Stamm M 5 in die 
Gattung Nocardia stellen, wo er zusammen mit N. minima, N. corallina, 
N. globerula, N. salmonicolor, N.rubropertincta, N. rubra und JN. coe- 
liaca eine Gruppe nichstverwandter Organismen bildet, die sich durch 
ein mehr oder weniger intensives rotliches Pigment, durch mycobac- 
teriumartiges Wachstum und durch die Fahigkeit frisch isolierter 
Staimme, schwer angreifbare Kohlenwasserstoffe zu verwerten, aus- 
zeichnen. 

Zu dieser Gruppe gehért auch zweifellos ein Teil der Heterocyclen 
abbauenden Organismen, auf die RippEL-BALDES, STARC u. KOHLER 
(1943) aufmerksam gemacht haben, wie z. B. die von Horvatu (1943) 
neu beschriebene, Pyridin verwertende Art Proactinomyces roseus. 
Weiterhin besteht auch engste Verwandtschaft mit Mycobacterium phlet. 

Die Frage, wieweit die starke Aufgliederung dieser Gruppe in Arten 
iiberhaupt gerechtfertigt ist, muB spiteren Untersuchungen vorbehalten 
pleiben. Aus diesem Grund und wegen der unseres Erachtens berechtig- 
ten Einwiinde von Gorpon u. MruM (1957) gegen die Zuordnung der in 
Frage stehenden, zum Teil urspriinglich als ycobacterium beschriebenen 
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Arten zur Gattung Nocardia halten wir es fiir richtig, dem bei unsere 
Untersuchungen verwendeten Benzolzersetzer vorldufig die Bezeichnun, 
, Nocardia spec. Stamm M 5 “zu geben und fiir die eventuelle Festsetzun: 
eines Artnamens die weitere Entwicklung der Systematik von Mycobac- 
terium und Nocardia abzuwarten. { 

Es bleibt nun noch zu untersuchen, ob bei den aus der Literatur be- 
kannten Fallen von mikrobiellem Benzolabbau ebenfalls ein der Nocardia 
corallina-Gruppe nahestehender Organismus vorgelegen haben konnte, 
Wahrend es sich bei den von WaGNER (1914), VIERLING (1921) sowie 
GRANT u. ZOBELL (1944) beschriebenen Benzolzersetzern, nach den An- 
gaben der Verfasser, vermutlich um den saprophytischen Mycobakterien 
bzw. Nocardien nahestehende Organismen gehandelt hat, muB das 
Taussonsche Bacterium toluolicum ¢ ausgenommen werden. Nach ded 
Beschreibung des Autors haben lange, feine und bewegliche Stabchen 
vorgelegen, die sich nach Gram entfarbten. 

Ebenfalls problematisch ist die Identifizierung des von KLEINZELLER: 
u. Fenci (1952) untersuchten Benzolzersetzers als Micrococcus sphaeroi- 
des. Dieser von GRAY u. THORNTON (1928) aus Erde isolierte und als neue 
Art beschriebene Mikroorganismus zeichnet sich laut Beschreibung der 
Verfasser dadurch aus, daB auf 5 Tage alten Schragréhrchen die Mehr- 
zahl der Zellen kokkoid sei, wihrend in weniger als 24 Stunden alten 
Bouillonkulturen bis zu 6 lange Stabchen vorkiimen. Der hier offen- 
sichtlich vorliegende Zerfall von Stabchen in kokkoide Formen diirfte eine 
Zuordnung zur Gattung Micrococcus Cohn nach heutigen Begriffen’ 
ausschlieBen. Andererseits spricht das gramnegative Verhalten gegen eine 
Verwandtschaft mit Mycobacteriwm oder Nocardia. 

Zusammenfassend kénnen wir feststellen, daB die Eigenschaft, schwer 
angreifbare Kohlenwasserstoffe, wie Paraffine oder Benzolderivate, al 
Kohlenstoffquelle verwerten zu kénnen, fiir eine Nocardia corallina nahe- 
stehende Gruppe von Mikroorganismen charakteristisch, aber nicht auf 
diese beschrankt ist. Ob jedoch speziell die Fahigkeit zum Abbau un-_ 
substituierten Benzols ebenfalls bei Vertretern anderer Verwandschafts- 
kreise vorkommt, erscheint uns, trotz der zitierten Angaben bei Tausson | 
sowie KLEINZELLER u. Keno fraglich. Das spiirliche bisher vorliegende 
Material reicht fiir eine Entscheidung nicht aus. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 
Die morphologischen und physiologischen Eigenschaften zweier aus 
Erde neu isolierter benzolabbauender Mikroorganismen werden beschrie- 
ben. 
Wahrend der eine (Stamm F /) ohne Schwierigkeiten mit Nocardia 
corallina (Bergey et al.) Waks. et Henrici identifiziert werden kann, han- 
delt es sich bei dem anderen um eine vermutlich neue Art des gleichen 
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Verwandtschaftskreises, der aus Griinden, die ausfiihrlich diskutiert 
werden, die Bezeichnung Nocardia spec. Stamm M 5 gegeben wird. 

_ Der Vorschlag von Gorpon u. Mram (1957), die Nocardia corallina 
nahestehende Gruppe von teilweise siurefesten, nicht proteolytischen 
und nicht diastatischen Arten mit rasch zerfallendem oder fehlendem 
Anfangsmycel und bakterienartigem Wachstum aus der Gattung 
Nocardia herauszunehmen und wieder mit Mycobacterium zu vereinigen, 
wird befiirwortet. 

Die Fahigkeit, schwer angreifbare Kohlenwasserstoffe wie Paraffine 
und Benzolderivate sowie Heterozyklen als Kohlenstoffquelle zu ver- 
werten, ist ftir diese Gruppe charakteristisch, aber nicht auf sie be- 
schrankt. 


Literatur 


Bisset, K. A., and F. W. Moors: J. Gen. Microbiol. 3, 387 (1949). — Brexp, 
R.S., E. G. D. Murray and A. P. Hitchens: Beragrys Manual of Determinative 
Bacteriology. 6. Aufl., Baltimore 1948. — Brenp, R. 8., E.G. D. Murray and 
N. R. Swrru: Perceys Manual of Determinative Bacteriology. 7. Aufl. Baltimore 
1957. — Bucuanan, R. E.: J. Bacter. 2, 162 (1917). — Compus, R., J. KAuFFMANN 
et B. Vazart: C. r. Acad. Sci. (Paris) 244, 1582 (1957). — Conn, H. J., and 
I. Doocr: J. Bacter. 54, 291 (1947). — Erikson, D.: J. Gen. Microbiol. 3, 361 
(1949).— Gorpon, R. E., and J. M. Mra: J. Bacter. 738, 15 (1957). — Grant, C.W., 
and C.E.ZoBeE.w: Proc. Soc. Exper. Biol. a. Med. 51, 206 (1944). — Gray, P.H.H., 
u. H.G.THornton: Zbl. Bakter. Il 73, 74 (1928). — Haae, F. E.: Zbl. 
Bakter. II 71, 1 (1927). — Horvatu, J.v.: Arch. Mikrobiol. 18, 373 (1943). — 
Jensen, H.L.: Proc. Linnean Soc. N. 8. Wales 56, 79, 201 u. 345 (1931); 
57, 364 (1932); 59, 19 (1934); Ann. Rev. Microbiol. 6, 77 (1952). — Kaurr- 
MANN, J., R. Compzs et B. Vasant: C. r. Acad. Sci. (Paris) 244, 822 (1957). — 
KLEINzELLER, A.,and Z. Fencu: Chem. Listy 46,300 (1952).— KrassILnikov, N. A.: 
Bull. Acad. Sc. URSS, Ser. Biol. 1, 51 (1938). — Mitumr, J.: Arch. Mikrobiol. 27, 
105, (1957). — Piorno, O.v.: Arch. Mikrobiol. 14, 12 (1950). — Rrepet-Bapes, A., 
A. Sraro u. W. Kouter: Arch. Mikrobiol. 18, 365 (1943). — Srormer, K.: Zbl. 

-Bakter. IL 20, 282 (1908). — Tavsson, W. O.: Planta (Berlin) 7, 735 (1929). — 
Umeretr, W. W.: J. Bacter. 38, 73 (1939). — VrERLING, K.: Zbl. Bakter. IT 52, 
193 (1921). — Waener, R.: Z. Garungsphysiol. 4, 289 (1914). — Waxsman, A. A., 
and A. T. Henricr: Actinomycetaceae Buchanan. In Berceys Manual, 6.u.7. Aufl., 
Baltimore 1948 u. 1957. — W1eLaAnD, Tu., G. Griss u. B. Haccrus: Arch. Mikrobiol. 
28, 383 (1958). — ZoBg tt, C. E.: Adv. Enzymol. 10, 442 (1950). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 28, 8. 404—416 (1958) 


i 
' 


(Aus dem Institut fiir Allgemeine Botanik der Friedrich-Schiller- Universitat, Jena*) . 


Morphologische Untersuchungen zur Frage 
der Rassenbildung bei Helminthosporium papaveris Saw.. 


Von 
MARTIN SCHMIEDEKNECHT 


Mit 6 Textabbildungen 
(Lingegangen am 4. August 1957) 


Die Helminthosporiose des Olmohns ( Papaver somniferum), vor Jahren | 
in Nordwesteuropa noch eine unbekannte Infektionskrankheit, hat in der ' 
letzten Zeit rasch an Umfang zugenommen. Alle Versuche, durch 
chemische Mittel der Krankheit Herr zu werden, sind bis jetzt fehl-. 
geschlagen (BARBACKA 1935, Curistorr 1943 und 1946). Um nicht auf! 
den Mohn als Olpflanze verzichten zu miissen, wird es notwendig werden, . 
durch Ziichtung resistenter oder immuner Sorten zum Ziel zu kommen... 
Ks ist deshalb wichtig, Differenzierung, Verbreitung und Variation: 
morphologischer und physiologischer Rassen des Erregers zu kennen,. 


CHRISTENSEN u. GRAHAM (1934) unterschieden bei etwa 1200 Einsporisolationen | 
von Helminthosporium gramineum aus der alten und neuen Welt vorlaufig 125 defi-. 
nierbare Rassen, die sich in der Septierung und im AusmaB ihrer Conidien, in ihrem | 
Wuchs und in ihrer Farbe auf bestimmten Nahrbéden unterscheiden. Die ee 
kamen zu dem SchluB, daB die Zahl der Rassen durch weitere Isolationen noch fast. 
beliebig vergréBert werden kann. Auch von anderen Helminthosporium-Arten 
(DrecHsteR 1923; Roperr 1952; Uttstrur 1954) liegen Untersuchungen vor, die | 
eine Zersplitterung der Arten in Rassen beweisen. ; | 

Auf die Méglichkeit einer Aufspaltung in verschiedene Biotypen bei! 
Helminthosporium papaveris hat Mrrrert 1950 schon hingewiesen. Sh 
BaLLARIN (1950) kam zu derselben Vermutung. Uber einen experimen- 
tellen Nachweis der Rassendifferenzierung des Pilzes ist aber bisher 
nichts bekannt geworden. Ziel der vorliegenden Abhandlung ist die 
Feststellung des Vorkommens und der Verbreitung morphologisch 
unterscheidbarer Rassen des Pilzes Helminthosporium papaveris und 
Untersuchung ihrer Stabilitaét auf kiinstlichen Nahrbéden. 


Untersuchungsmaterial und -methode 


ErfahrungsgemaB sind Rassenunterschiede am ehesten bei Prifung 
von Sporenherkiinften aus geographisch voneinander entfernten Ge- 
bieten zu erwarten. 


* Direktor: Prof. Dr. Hans WaRTENBERG. 
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Hs sind deshalb aus verschiedenen voneinander weit entfernten Gegenden kranke 
-Mohnpflanzen besorgt worden, wobei auch auf Gebirgs- oder Tallage und Klima- 
_verhaltnisse geachtet wurde. Ferner standen Samenproben verschiedener Papaver- 
_Arten aus 12 europaischen Staaten zur Verfiigung; war hier die Moglichkeit, den 
-Erreger anzutreffen, gering, da ja nur ausgewahlt gesundes Saatgut zum Versand 
kommt, so gelangen doch bei Saatgut aus Belgien 1 Isolierung (von Papaver somni- 
ferum), Danemark 2 Isolierungen (P. monstrosum und P. somn.), Deutschland 
164 Isolierungen (verschiedene Papaver-Arten und Zuchtsorten), England 2 Isolie- 
rungen (P.argemone und P. somn.), Holland 3 Isolierungen (P. rhoeas und P. somn.), 
Polen 2 Isolierungen (P. hernert und P. somn.) und aus Rumanien 1 Isolierung 
(P. setzigerum). 
Die Samen oder auch Kapselteile wurden in sterilen Petri-Schalen auf feuchtem 
sterilen Filtrierpapier ausgelegt und bei Zimmertemperatur gehalten. Nach 2 bis 
3 Tagen setzte die Pilzentwicklung ein. Mit dem Mikroskop wurden die Samen dann 
in der feuchten Kammer durchgemustert und die mit Helminthosporium befallenen 
Korner auf Malzagar iibertragen. 

Selbstverstandlich entwickelten sich in den Mohnproben, die in feuchten Kammern 
ausgelegt wurden, neben Helminthosporium papaveris eine groBere Anzahl immer 
wiederkehrender Pilze, z. B. Alternaria brassicae var. somniferi, Botrytis sp., Clado- 
sporium herbarum, Trichothecium roseum, Rhizopus sp. und andere Phycomyceten, 
_ Penicillien, Aspergillen und Macrosporium sp. Ein einziges Mal wurde aus einer 

Kapsel neben Helm. papaveris ein anderes Helminthosporium isoliert, das nach 
Nis1Kap0 in die Gruppe Luhelminthosporium zu stellen ist, wahrend Helm. papaveris 
zu der Untergattung Cylindrohelminthosporium gehort. Wiederholte Versuche zur 
Infektion von Papaver-Keimlingen fielen mit diesem Stamm negativ aus. Sein 
Vorkommen in der Probe wird wohl zufallig gewesen sein und nicht aus einem 
parasitaren Verhaltnis herrithren. 

Nach einer Trennung von Begleitorganismen wurden von den erhaltenen Kolo- 
nien rund 170 Einsporisolierungen hergestellt, wovon nach Abzug einiger Verluste 
119 Stamme iibrig blieben, die fortlaufend numeriert das Material fiir meine Unter- 
suchungen darstellten. Traten in einer Kultur Varianten auf, so wurden Ab- 
impfungen davon mit der Nummer der Ausgangskultur mit einem lateinischen 
Buchstaben bezeichnet, z. B. 29-a. Bei Stammen, die aus Ascosporen bekannter 
Herkunft erhalten wurden, trat vor die Stamm-Nummer ein H. 


Trotz bestimmten Unterschieden, die, wie gezeigt werden wird, bei den 
Stammen auftreten, haben sie einiges gemeinsam: Alle parasitieren auf 
Papaver-Arten — sie sind ja von solchen isoliert worden — haben als 
Conidienform die typische Cylindrohelminthosporiwm-Form wechselnder 
GréBe und Septierung. Als Hauptfruchtform haben sie ein nacktes 
Perithecium vom Pleospora-Typ mit 8 gekammerten Ascosporen in 
einem Schlauch. Die Oberflichenhyphen des hyalinen bis braunlichen 
Mycels wachsen stets bogenformig gegen die Uhrzeigerrichtung. Im 
Alter bilden sie Chlamydosporen, und alle Rassen bilden mehr oder 
weniger einen griinen bis schwarzen Farbstoff. Folglich konnen alle 
Isolierungen als zu der Art Helminthosporium papaveris gehorend 
betrachtet werden, weil die Art fiir die genannten gemeinsamen Merk- 
male beschrieben ist. 

Da vermutet wurde, da® sich der Pilz auch im Innern des Kornes 
befindet, wurden Querschnitte von Mohnsamen aus befallenen Kapseln 
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hergestellt und mit Anilinblau gefirbt (Bett 1951). Die Untersuchung 
ergab, daB® der Pilz in Hyphenform hauptsichlich zwischen der Quer- 
zellen- und Netzzellenschicht der Samenschale (ScHWEIZER 1931) 
anzutreffen ist. Besonders viel Hyphen sind in der Nahe des Hye 
zu finden, einige wenige auch im Endosperm. 


Versuche und Ergebnisse 


Morphologische Unterschiede der Conidien 


CHRISTENSEN (1922), Henry (1924), Greany u. Batty (1927) sowie Mirra 
(1931) fanden betrachtliche Unterschiede in der Lange, Breite und Septenzahl der 
Conidien, die von Rassen verschiedener Helminthosporium-Arten gebildet werden. 
Ravn (1900), Drecusier (1923) und andere berichten ebenfalls iiber eine groBe 
Variabilitat der Conidien von Helm. gramineum, die sich nach den Untersuchungen 
von CHRISTENSEN u. GRAHAM (1934) als rassenspezifisch erwies. Dasselbe ist an- 
scheinend bei Helm. papaveris der Fall, denn in der Literatur divergieren die An- 
gaben iiber SporengréBe und Septenzahl betrachtlich. MerreRt (1950) unterscheidet 
bei der Priifung der Conidien von 25 Stammen eindeutig sieben morphologisch 
differenzierbare Rassen. Es erschien also lohnenswert, diese Untersuchungen auf_ 
eine gréBere Zahl von Helminthosporium-Herkiinfte auszudehnen. 


Tabelle 1. ConidiengréBen eines Stammes von Helm. papaveris bei 
Kulturen auf verschiedenen Nahrbdden 


Ss 


ConidiengréBe auf 
Stamm ; 
Nr. Malzagar Mohndekoktagar Mohnsamen 
Me lu “ 

7 29° 5O7,1 (ll Lr 8O,1'96'7} 20h. orlBOlSaeds.g | 
58 24,2 9,6 21,5x8,1 | © 30,0x10,0 : 
32 23,5 x 6;3 23,6 x 6,3 | 30,2x 7,6 . 
33 29,7 7,9 30,1 x 8,0 32,4x 9,1 : 

101 30,5 x 7,1 28,9 x 6,8 33,4 8,0 
S4 30,0 x 7,5 29,1 7,2 37,5.X,/8,9, 


Von den untersuchten Stémmen wurde von je 100—200 Conidien die 
Lange und Breite gemessen sowie ihre Septenzahl gezihlt. Die zur_ 
Messung bestimmten Conidien sind unter gleichmafigen Bedingungen 
auf Mohnsamen herangezogen worden, da sich die Angabe von MEFFERT 
(1950) und auch Batiarty (1950) bestitigt hat, daB die in Kultur | 
gebildeten Conidien kleiner sind als die, die auf natiirlichem Substrat 
entstanden sind (Tab. 1). Es wurde das arithmetische Mittel MW, der 
mittlere Fehler m und die Standardabweichung o errechnet. Der Unter- 
schied von 2 Stémmen wurde als gesichert angesehen, wenn die Differenz 
der Mittelwerte gréBer als der 3fache zugehérige Fehler war. 

Zur Kontrolle wurden zu einem spiteren Zeitpunkt die Conidien des 
Stammes 108 noch einmal gemessen. Der Wert lie8 sich sehr gut reprodu- 
zieren (Tab. 2), 
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Tabelle 2. Vergleich der Conidienmessungen des Stammes 108 im Zeitabstand von 
10 Monaten unter sonst gleichen Bedingungen 


yeti 2 a 18 ee 18. 11. 1952 22.9. 1953 
Pearniti to Gus Piliodeet >: voetaytt 108 108 
Anzahl der gemessenen Conidien 200 138 
Lange (Mittelwert) ...... 46,80 + 0,14 uw 46,69 + 0,2 wu 
Breite (Mittelwert) ...... | 8,12 + 0,003 wu 8,13 + 0,008 uu 
Septenzahl (Mittelwert) . . . . | Aner S4 4,0 + 0,39 


In Tab. 3 sind die statistisch gesicherten Werte der Conidienléngen 
und der Conidienbreiten sowie die Septenzahlen der Conidien einer 
groBen Anzahl isolierter Stamme des Helm. papaveris zum Vergleich 
zusammengestellt. Es ist leicht zu erkennen, daB die Stamme charak- 
teristische Conidienlangen haben und daf die Variabilitaét der Conidien- 
langen innerhalb der Art in einer groBen Streubreite eine groBe Anzahl 
von Rassen bedingt; wobei wieder darauf hingewiesen werden mu, daB 


Tabelle 3. Variabilitdt der Conidienldngen, der Conidienbreiten und der Septenzahlen 
einer Anzahl Stéimme von Helm. papaveris 


LingeM+m| BreiteM+ m LingeM +m) Breite M + m | Septen- 
in uw in je in uw in u zahl M 
6 24,17 + 0,14 9,6 + 0,01 3—4 33 32,4 +0,19 9,1. + 0,008 | 4 
42 24,6 +0,28 7,0 + 0,009 2<83 48 33,2 +0,22 8,0 +0,01 3 >4 
31 24,8 +0,12 8,0 + 0,003 OF ees OEE 33,4 +0,17 8,0 +0,005 | 3<4 
71 25,05 + 0,2 6,9 + 0,008 2< 26 33,9 +0,15 9,0 +0,004 | 3<4 
8 25,05 + 0,17 7,3 + 0,007 2>3 86 34,7 +0,22|) 10,0 +0,007 | 4>5 
72 26,7 +0,26 8,7 + 0,005 28 5) 35,3 +0,17 8,5 +0,006 | 3<4 
64 26,7 + 0,09 7,5 +0,01 PAE} 50 35,5 +0,11 8,7 +0,01 4>5 
22 27,0 +0,21 7,3 + 0,004 3<4 hh 36,4 +0,21 8,1 +0,005 | 3<4 
55 27,0 +0,28 7,3 + 0,006 3—4 S4 37,5 +0,24 8,9 +0,003 | 4>5 
113 27,1 +0,19 8,3 + 0,009 becca 89 37,8 +0,27 8,9 +0,008 | 4—5 
Oi | 27.2.2 0,23 6,9. .0501 Biss Ay lei6 Cems SS sD ss 05 0 S50) S050 eRe = 5 
&2 27,3 -+0,16 8,1 + 0,005 3>4 29 38,8 +0,11 9,6 +0,009 | 4<5 
54 27,5 +0,31 7,5 + 0,008 3>4 57 38,9 +0,14 8,8 +0,01 4—5 
15 27,65. + 0,27 8,4 + 0,007 38<4 7 39,3 +0,15 8,8 +0,01 4<5 
60 |27,7 £0,16| 8,640,007 | 3<4| 412 | 41,4 +0,26| 8,2 +0,008/ 5 
3 27,85 + 0,12 7,9 + 0,01 3—4 25 41,9 +0,28 8,5 --0,007 | 4>5 
9 27,95 + 0,2 7,8 + 0,01 3>4 69 42,0 +0,23 8,4 +0,006 | 4>5 
1 28,5 +0,17 8,1 + 0,009 38<4 13 42,3 +10,14 8,4 +0,01 4<5 
75 28,65 + 0,22 8,3 + 0,006 3>4 30 43,4 +0,1 9,4 +0,003 | 5 >6 
36 28,7 +0,15 8,0 + 0,003 3>4 46 43,5 +0,24 8,5 +0,009 | 5>6 
19 28,8 +0,12 8,5 + 0,004 3—4 92 44,7 +0,23 9,1 +0,009 | 4<5 
59 28,95 + 0,22 7,7 + 0,01 38—4 43 45,8 0,28 | 10,02 + 0,01 6 
27 29,38 +0,21 9,2 + 0,009 3 2 46,2 +0,19 8,6. =. 0,008 || 5=——6 
20 29,55 +0,12 8,0 + 0,007 3<4] 108 46,8 +0,14 8,12 + 0,003 | 5>6 
24 29,65 + 0,16 8,2 + 0,005 38<4 Lz 47,4 +0,25 9,6 +0,01 5 <6 
58 30,0 +0,18| 10,0+ 0,004 3 39 48,5 +0,17 9,0 +0,009 | 5<6 
32 30,2 = 0,13 7,6 + 0,01 3>4 14 50,0 +0,19 8,0 + 0,007 7 >8 
9, 30,3) 3. 0,22)|, 8.9 4,0,01 3—4| 56 | 52,3540,29/ 8,2 410,006 | 6>7 
85 30,5 —- 0,27 8,7 + 0,008 38<4 61 53,1 +0,16 8,7 +0,009 | 6 >7 
94 81,2 +0,11 8,2 + 0,007 3<4 28 53,1 + 0,19 8,5 +0,005 | 5<6 
103 31,2 + 0,29 8,0 + 0,009 3—4 35 53,2 +0,12 7,9 +0,01 7 >8s 
4 31,25 + 0,12 7,9 +0,01 4 52 53,3 +0,18 9,0 +0,01 6 
18 31,5 +0,28 8,0 + 0,003 38<4 74 53,4 +0,24 9,2 + 0,007 ORST 
49 |31,5 +0,17| 8,640,005 | 3<4|] 83 | 53,6 +0,21| 8,2 +0,005 | 6<7 
73 32,1 +0,26 8,4 + 0,009 3<4 16 56,0 +0,18| 10,0 +0,008 | 7>8 
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die individuellen GréBen der Rassen in Abhangigkeit von den Kultur- 
bedingungen schwanken, daB aber immer und unter allen Bedingungen 
gleichsinnige Differenzen dieses Rassenmerkmals festzustellen sind, wenn 
die Staémme in gleicher Weise kultiviert werden. ; 
Wiihrend die Conidienlingen verschiedener Stémme unterschiedlich 
variieren, so da eine gewisse GréBe mit einem charakteristischen 
Schwankungsbereich als Rassencharakter angesprochen werden kann, 
haben die Conidienbreiten innerhalb der Art nur eine geringe Streuung. 
Aus der Conidienbreite kann deshalb kein Rassenmerkmal ermittelt 
werden, zumindest kann es nicht mit 
geniigender Sicherheit geschehen, wenn 
man nicht nur Extreme bewerten will, 
wie z. B. Stamm 7/ und Stamm 43 
der Tab.3. Stamm 71 und 43 mit 
M, = 6,9 + 0,008 uw und M, = 10,02 
+ 0,01 w Conidienbreite kénnen in der 
Tat als 2 verschiedene Rassen bezeich- 
net werden. Die Septenzahl scheint mit 
der Conidienlange zu steigen. Da aber 
in allen GrdBenklassen der Conidien- 
langen die Septenzahl 4, und teils sehr 


05 - 
60 


es 175 20 225 15 275 30 325 35 595 40 ¥25 45 
Konidienlange 


Abb. 1. Die Stimme Nr. 20 und 24 mit 
gleichen Mittelwerten, aber unterschied- 
licher Streuung der Conidienlingen. 
Stamm Nr. 20 M 29,55 + 0,12, o 1,72, 


haufig, vorkommt, kann nicht mit hin- 
reichender Sicherheit von der Septen- 
zahl als von einem parallelen Rassen- 


N 200. ---- Stamm Nr. 24M 29,65 + 0,16, 


charakter gesprochen werden Anderer- 
o 2,30, N 200 


seits kann man auch nicht nach der 
Septenzahl eine Rasseneinteilung treffen. Hierfiir ist ihre Variabilitat 
im Einhalten von GroBenklassen zu unbestindig. 

Die Rassenunterschiede der Helminthosporium-Stimme auern sich 
aber nicht nur in gesicherten Mittelwertsunterschieden. Es gibt auch 
Rassenunterschiede in der Variationsart, d.h. in der Art, wie die Va- 
rianten um den Mittelwert streuen. In Abb. 1 sind 2 Stamme mit 
gleicher mittlerer Conidienlinge, aber ungleicher Streuung dargestellt: 
Stamm 20,0, = + 1,72 und Stamm 24, o, = + 2,30. Die Stamme 
kénnen, weil sie unter gleichen Bedingungen kultiviert wurden, mathe- 
matisch gesichert als 2 verschiedene Rassen angesprochen werden. 
Tab. 3 zeigte die mittleren Conidienlangen als eine Reihe gleitender 
Ubergange. Hier in Abb. 1 wird aus diesem Beispiel ersichtlich, da8 2 in 
der Tabelle mit gleichen Mittelwerten nebeneinander stehende Stamme 
nicht der gleichen Rasse anzugehéren brauchen. 

Als ein weiteres Rassenkriterium wurde die Conidienform erkannt. 
Von der normalen zylindrischen Form kommen einige Abweichungen vor 
(vgl. Abb. 2—4). Der Stamm aus Cambridge (Nr. 58) zeigte etwas 
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gekriimmte, keulenférmige Conidien, wahrend einige andere Stémme an 

den Septen eingeschniirt waren (Nr. 12). Die Art Helm. papaveris kann 
auch auf diese Art und Weise auf Grund der Conidiengestalten in eine 
Anzahl von Rassen zerlegt werden. 


Rassenunterschiede auf kiinstlichen Ndéhrbéden 


7 STAKMAN wies schon 1929 darauf hin, daB die Wuchsbilder pathogener Pilze 
beim Kultivieren auf Nahrbéden Galen hei tbare Merkmale zeigen, welche ver- 
schiedene Rassen erkennen lassen. Bei Helm. graminewm haben CHRISTENSEN u. 


5 SH 


Hae 


Abb. 2. Stamm / mit Abb. 3. Stamm 72. An dem abgebrochenen Abb. 4. Stamm 58. Die Coni- 
normalen zylindrischen Conidiophor sitzt eine dreizellige Conidie dien sind etwas gekriimmt 
Conidien mit eingeschniirten Septen und leicht keulenférmig 


GraHam (1934) viele, durch solche Unterschiede definierbare Rassen beschrieben. 
-BALuARIN berichtete 1950 auch von Unterschieden in Helm. papaveris-Kulturen. 


Deshalb wurden von uns ausgedehnte Vergleiche von Kulturen auf 
Nahrbéden angestellt, um Auskunft itber die Variabilitat des Pilzes zu 
erhalten. Dabei wurden von jeder Herkunft Einzelconidien ausgesat, die 
unter gleichen Bedingungen zu Kolonien herangezogen wurden. Die 
Parallelen wurden einige Monate danach wiederholt, nachdem der Pilz 
mehrere Passagen iiber Malzagar gegangen war. Dabei konnte eine gute 
Konstanz der Eigenschaften des Pilzes festgestellt werden. Diese Iest- 
stellung scheint den Angaben von Merrert (1950) zu widersprechen, 
doch war ihr Material nicht groB genug, und sie spricht selbst von nur 
geringfiigigen Unterschieden, wie z. B. Farbung, die sich zum groften 
Teil als nicht konstant erwies. 
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Der Wachstumstyp einiger Rassen war anliegend und unauffallig, bei 
anderen filzig, wollig oder samtartig. Einige Stimme bildeten tiberhaupt 
kein steriles Luftmycel, andere nur im Zentrum der Kolonie eine Flocke 
oder wieder andere einen festen Klumpen. Auch bildeten verschiedene 
Formen iiber die ganze Kolonie verteilt Luftmycelbiischel. Zonierung 
oder glattes Wachstum zeichneten andere Biotypen aus. Ein Stamm 
bildete radiare Luftmycelstrahnen. 


Tabelle 4. Zusammenstellung einiger Helm. papaveris-Stimme nach den Merkmalen 
ihrer Wuchsbilder 


Stamm Wuchsbild 
26, 38, 49, 71, 76,98. . . samtartig glatt, ohne Luftmycel und ohne Zonierung 
25, 34, 53, 56, 58, 61, 63,) 
79, 80, 81, 101,117 . .| wollig, ohne Luftmycel und ohne Zonierung 

47, 64, 75, 86,103 . . .| wollig, ohne Luftmycel, mit Zonierung 

35, 36, 99, 108, 109 . . .| samtartig, lockeres Luftmycel im Zentrum, ohne Zonie- 
rung 

27,52,110 .. . . . .| samtartig, filziges Luftmycel im Zentrum, ohne Zonie- 
rung 

48, 65, 67,78,102 . . .| wollig, lockeres Luftmycel im Zentrum, ohne Zonierung 

13, 16,21, 41,45 . . . .| wollig, filziges Luftmycel im Zentrum, mit Zonierung 

28,45,115 ... . . .| samtartig, sehr viel filziges Luftmycel im Zentrum, ohne 

|  Zonierung 

18, 20, 44, 62, 96,113 . .| wollig, viel seidiges Luftmycel im Zentrum, ohne 
Zonierung 

TL ee oe ol) fiz, radiare: strahnen 

91 ........ . «| seidig, anliegendes Mycel 

92,94,90 . .. . . . .| wolliges Luftmycel iiber der ganzen Kolonie 

S4 ...... . . .| Luftmycelbiischel auf der ganzen Kolonie verteilt 

2, 8, 12, 22, 80, 31, 51, 68, 

69, 112, 114, 116, 118 .| filziges Luftmycel iiber der ganzen Kolonie 


Tab. 4 faBt die Merkmale der Rassen tibersichtlich zusammen. Die 
Versuche zeigen deutlich, dab Helm. papaveris in eine gréBere Anzahl 
von Rassen zerfallt, die sich in ihrem Wachstumsbild unterscheiden. Eine 
Saureschidigung, wie sie DeLtrrscH (1944) bei verschiedenen Penicillien 
feststellte, liegt hier nicht vor, da Helm. papaveris wahrend des Wachs- 
tums auf einem neutralen oder schwach sauren Nihrmedium die Wasser- 
stoffionenkonzentration nicht oder nur kaum dndert und, wenn die cH 
geandert wird, dann nach dem alkalischen Bereich (TR6GER 1954). 


Wachstumsgeschwindigkeit 
Bei den Versuchen zum Wachstumstyp fielen einige Herkiinfte durch 
ihr besonders schnelles Wachstum immer wieder auf. Deshalb wurde ein 
Vergleich der Wachstumsgeschwindigkeiten mit 4 Parallelen auf Malz- 
agar angestellt. Dabei konnte die Angabe von BaLLaRty (1950), daB die 
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Anzahl der ausgesaten Conidien, wenn sie gering ist, ohne Bedeutung fiir 
die Wachstumsgeschwindigkeit ist, bestatigt werden. Es traten kaum 
Unterschiede im Wachstum der Kolonien eines Stammes bei Schwan- 
kungen einer geringen Conidienmenge auf. Die Durchmesser der Kolonien 
wurden am Ende des 8. Tages gemessen. Tab. 5 faBbt 20 hervorstechende 
Rassen zusammen, die sich durch ihre Wachstumsgeschwindigkeit ein- 
deutig unterscheiden. 


Tabelle 5. Wachstumsgeschwindigkeit von 20 Helminthosporium papaveris-Stdémmen 


Durchmesser der Durchmesser der { Durchmesser der 
Stamm Kolonie am 8. Tage Stamm Kolonie am 8. Tage Stamm  |Kolonie am 8. Tage 
mm mm mm 
68 77 + 1,01 43 60 + 1,02 SO 47 + 0,88 
32 75 + 0,89 98 0 + 1,07 95 45 + 1,00 
33 70 + 1,11 71 55 + 0,87 79 42 + 0,99 
V2 68 + 0,68 64 53 + 0,93 105 40 + 0,95 
29 67 + 1,05 56 50 + 0,78 22 35 + 1,04 
63 66 + 1,10 102 50 + 1,01 31 33 + 0,94 
58 65 + 0,99 


Der EFinfluB des Lichtes 


Bei einigen Stammen fiel eine starke Zonierung auf, die in der Anzahl 
genau dem Alter der Kolonie an Tagen entsprach. Wurde der Pilz teils in 
volliger Dunkelheit, teils normal im Tag-Nachtrhythmus herangezogen, 
dann zeigten die dem Lichte ausgesetzten Kolonien die normale Zo- 
nierung, wahrend die in vélliger Dunkelheit gewachsenen Stamme sich 
mit glatter Kolonie entwickelten. Bei weiterem Wachstum, jetztim Licht, 
begann auch hier in den Zuwachsgebieten die tagliche Zonierung. Diese 
Tatsache muB bei der Rassendiagnose nach dem Wachstumstyp bertick- 
sichtigt werden. 

Pigmentation 

Wie bereits Mprrert (1950) berichtet, ist der Farbton der Kulturen 
kaum zur Rassendiagnose zu gebrauchen. Die Qualitaét einer Pigmen- 
tation ist in einer Kolonie sehr vom Nahrboden und Alter abhangig. So 
ist die Grundfarbe auf Malzagar graugritn, auf Czapek Dox-Agar braun, 
auf Kartoffelagar oliv und auf Mohnsamendekoktagar blaugriin. Mit 
zunehmendem Alter verdunkeln sich die Farben immer starker und gehen 
in volliges Schwarz tiber, das Luftmycel fallt zusammen und bedeckt als 
schmutziggrauer Filz das schwarze Conidienpolster. 

Viel wichtiger und von praktischem Interesse ist die Farbintensitat, 
also die Quantitit der Pigmentproduktion. Wie GRUMMER (1951) fest- 
stellte, hingt das wirksame Toxin von Helm. papaveris mit dem Farbstott 
zusammen. Es kénnen also Riickschliisse von der Pigmentproduktion auf 
die Virulenz des Erregerstammes gezogen werden. 
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Da die Léslichkeit des Toxins bzw. Farbstoffes in Wasser gering ist, 
wiirde eine Beurteilung der in einem Kulturfiltrat nachgewiesenen 
Menge nur einen kleinen Teil des tatsaichlichen Wertes erfassen. Im 
Mycel dagegen ist die rund 10fache Menge an Pigment zu finden. Der von 
Grimmer (1953) vorgeschlagene Mohnwurzeltest zur Bestimmung der 
Wirksamkeit des Helminthosporium-Toxins war also fiir diese Unter- 
suchungen ungeeignet, da er nur die an das Substrat abgegebene Menge 


Abb, 5. Vier Rassen des Helm. papaveris, welche sich durch die Intensitit der Farbung unterscheiden. 
Von links oben nach rechts unten: Stamm Nr. 51 keine, Nr. 88 geringe, Nr. 47 mittlere, Nr. 34 starke 


erfaBt und keinerlei Aussagen zulaBt, ob der gefundene Wert die pro- 
duzierte Toxinmenge oder nur das Léslichkeitsprodukt desselben angibt. 
Es miissen also beide Komponenten, die ins Substrat abgegebene Menge 
und die im Mycel gespeicherte Menge beurteilt werden. Zu diesem 
Zwecke eignen sich sehr gut Kulturen, die auf einer diinnen Agarschicht 
in Petri-Schalen gewachsen sind. Die Beurteilung erfolgt von unten bei 
durchfallendem Licht. Abb. 5 zeigt je einen typischen Vertreter der 
Klassen. In Tab. 6 sind 61 Stéimme von Helminthosporium papaveris 
nach ihrem Pigmentbildungsvermégen in 4 Klassen eingeordnet. Die 
stark pigmentierten sind haufiger als die schwach pigmentierten ver- 
treten. 
Variationen in der Kultur 

Von Helm. papaveris sind bis heute noch keine Angaben iiber Sektoren- 
bildung oder Mutationen bekannt. Wie die vorliegenden Untersuchungen 
zeigen, gibt es eine unbestimmte Anzahl von Rassen, welche weit ver- 
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breitet sind. Diese Rassen miissen also entweder durch Kreuzung, 
Heterokaryosis oder Mutationen entstehen. 


Tabelle 6. Intensitdt der Pigmentproduktion einiger Helminthosporium 
papaveris-Stamme 


Pigmentbildung Nr. der Isolierungen 


keine 12, 14, 46, 51, 91. 
geringe 15, 29, 33, 50, 88, 112, 116, 118, 119. 
mittlere 2, 16, 22, 30, 31, 32, 40, 42, 47, 52, 56, 63, 64, 68, 69, 81, 90, 94, 
96, 113, 114, 115. 
starke 10, 13, 17, 25, 27, 29-a, 32-a, 33-a, 34, 41, 43, 48, 53, 58, 61, 65, 71, 
| 72, 74, 76, 92, 95, 101, 106, 117. 


Bei anderen Helminthosporium-Arten wurden Sektoren und Fleckenvarianten 
_ beobachtet. CHRISTENSEN u. GRAHAM (1934) berichten solche Falle bei Helm. 
gramineum und Dickinson (1932) bei Helm. pedicellatum und anderen Arten. Bei 
allen Vergleichen mit anderen Helminthosporiwm-Arten wurden nur solche der 
Untergattung Cylindrohelminthosporium herangezogen, da die Untergattung 
Huhelminthosporium, z. B. Helm. sativum, durch die andere Hauptfruchtform 
(Ophiobolus, Cochliobolus) einem vollig anderen Formenkreis angehéren und mit 
ersteren nur den Namen gemeinsam haben. 

Wie bei Helm. gramineum kommen auch bei Helm. papaveris nur selten 
in der Kultur Sektoren vor. Sie wurden bei Einsporkulturen weniger 


Stamme beobachtet (Abb. 6). Die Sektoren waren durch die Farbung und 


Abb. 6. Sektoren bei Helm. papaveris (Stamm Nr. 29 und 119) 


Luftmycelbildung von ihren Eltern verschieden. Kine Anzahl dieser 
Sektoren wurde isoliert und mit ihren Eltern verglichen. Ein Teil der 
Varianten blieb bei der Weiterkultur durch eine Anzahl von Passagen 
konstant, wahrend andere sofort wieder neue Sektoren gaben. DIcKINSON 
(1932) fand bei seinen Studien tiber die Natur der Saltationen bei 
Helminthosporium-Arten, da die Conidie von einem einzigen Kern 
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abstammt. Deshalb halt er es fiir unwahrscheinlich, dal} Heterokaryosis 
die Ursache der Variationen ist, auch wenn die Conidien mit mehreren 
Keimschlauchen keimen. 


Perithecienbildung 

Im Herbst bildet Helm. papaveris an Mohnstoppeln Perithecien, die als kleine 
schwarze Punkte sichtbar sind. Diese Hauptfruchtform ist schon lange bekannt 
und unter den verschiedensten Namen beschrieben. Mrrrert (1950) diskutiert alle 
Synonyme und kommt zu dem SchluB, daB dem Erreger der parasitaren Blattdiirre 
des Mohns der Name Pleospora papaveracea (de Not.) Sace. zukommt. 

Bis jetzt waren noch keine Fruchtkérper in der Kultur beobachtet 
worden; es gelang nun mit folgender Methodik, reife Perithecien in der 
Reinzucht und aus den gebildeten Ascosporen das Conidienstadium 
wieder zu erhalten. 

Zu Herbstanfang werden in Reagensglaser gesunde Mohnstengel eingebracht und 
so viel Wasser eingefiillt, daB die Stengel zu einem Drittel eintauchen. Nach Sterili- 
sation und Beimpfen mit Conidienmaterial wird der Wattestopfen mit Paraffin 
abgedichtet und das Roéhrchen in einem frostfreien ungeheizten Raum auf- 
gestellt. 

Zuerst tritt eine normale Hyphenentwicklung und Conidienbildung 
ein. Im Winter fallt das Mycel zusammen, und es bilden sich Sklerotien 
aus, die zu einem Pseudothecium heranwachsen. Im Innern dieses 
Pseudotheciums werden die Asci gebildet, die je 8 Ascosporen enthalten, 
welche langlich eif6rmig sind. Sie besitzen 3 Querwande und in den 
mittleren Zellen eine Langswand. Im Frithjahr sind die Ascosporen aus- 
gereift und keimen, auf Malzagar iibertragen, zu der Conidienfruchtform 
aus. 

Bei dem Durchlaufen der Sexualphase kénnen sich die Rassen- 
eigenschaften adndern. Die Rasse /4 zeichnet sich durch ein seidiges 
weiBes Luftmycel aus, verliert diese Eigenschaft jedoch, nachdem sie aus 
einer Ascospore zuriickgewonnen wurde und zeigt jetzt ein samtig- 
wolliges Mycel. Rasse 75 verliert ihr filziges Luftmycel und wachst 
samtig weiter. Diese beiden Beispiele und die des vorigen Abschnittes 
lassen die groBe Zahl von Helm. papaveris-Biotypen in der Natur ver- 
standlich werden. 


Zusammenfassung 


Annihernd 170 Einsporisolierungen von Helminthosporium papaveris 
wurden aus Samen und Pflanzenteilen kranker Papaver-Arten her- 
gestellt. 

Der Pilz wurde hauptsichlich zwischen der Quer- und Netzzellenschicht 
der Samenschale der Mohnsamen nachgewiesen. 

Die isolierten Stémme wurden auf das Vorkommen morphologisch 
differenter Rassen untersucht. Die Ergebnisse zeigen an, da Helm. 
papaveris eine unbestimmte Anzahl von Rassen umfaBt, die sich in 
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morphologischen Merkmalen deutlich und konsequent voneinander 
unterscheiden. 

Es wurden die Rassen in der Kultur durch folgende Eigenschaften 
unterschieden: Beschaffenheit und Menge des Mycelwachstums, Zo- 
nierung, Bildung von Pigment, Neigung zu Sektoren- und Flecken- 
variationen. 

Die Morphologie der Conidien ist eine weitere Hilfe bei der Unter- 
scheidung von Helm.papaveris-Rassen. Es bestehen statistisch gesicherte 
Unterschiede in den Langenausmafen der Conidien. 

Die Art des Mediums hat groBen Einflu8 auf das Manifestwerden der 
Merkmale einzelner Rassen von Helm. papaveris. Kin Vergleich kann nur 
unter Kinhaltung moéglichst gleicher Versuchsbedingungen stattfinden. 

Die Zonierung der Kulturen ist bei zonenbildenden Stémmen (nicht 
alle Stamme sind zoniert) vom Tag-Nacht-Rhythmus abhangig. 

Viele Rassen von Helm. papaveris sind stabil, einige sehr unstabil, d. h. 
sie spalten in Sektoren oder Fleckvarianten auf. Einige dieser Varianten 
bleiben durch mehrere Passagen hindurch stabil, andere spalten weiter auf. 

Es ist gelungen, die Hauptfruchtform in kimstlicher Kultur zu 
erlangen und reife Ascosporen zu erzielen. 

Dabei wurde die Bildung oder Absonderung neuer Rassen in Kulturen 
beobachtet, welche aus Ascosporen stammen. Man kann daraus folgern, 
da8 staéndig durch Bastardierungen und Bastardspaltungen neue Rassen 
entstehen, die mindestens taxonomisch zu unterscheiden sind. Ob sie 
auch in ihren pathogenen Wirkungen zu unterscheiden sind, kann aus den 
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit noch nicht gesagt werden. 

Herrn Prof. Dr. WARTENBERG, Jena, danke ich fiir die Anregung des Themas 
und fiir die Unterstiitzung wahrend der Arbeit. (Arbeit und Manuskript wurden im 
Herbst 1953 abgeschlossen.) 
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Uber das Verhalten verschiedener morphologischer Rassen 
von Helminthosporium papaveris Saw. gegeniiber 
unterschiedlich aktiven Strahlenpilzstammen 


Von 
KLAUS NAUMANN 


Mit 10 Textabbildungen 


(Eingegangen am 4. August 1957) 


Helminthosporium papaveris Saw., der Erreger der Blattdiirre des 
Olmohns (REmNMUTH 1942), 14Bt sich nicht reisolieren, wenn man ihn 
einem natiirlich belebten Boden zugesetzt hat. Dagegen ist es méglich, 
ihn auf steriler Acker-, Garten- oder Komposterde zu kultivieren; in 
diesem Falle gelingt die Reisolierung leicht (GRUMMER 1950, LANGE 
1953). Wie sich auch bei Untersuchungen an anderen Objekten zeigte, 
kommen als Ursache fiir die antibiotische Wirkung des belebten Bodens 
hemmstoffbildende Actinomyceten und Bakterien in Frage (‘TAUBENECK 
1954, Donie 1954 a, b, Errie 1955a). 

In den genannten Fallen war mit den iiblichen Testmethoden ge- 
arbeitet worden. Es ist aber nicht méglich, von diesen Ergebnissen mit 
Sicherheit auf die Vorgange im natiirlich belebten Boden zu schlieBen 
(GAUMANN 1951, WALLHAUSER 1951b, LANGE 1953, SKOLAUDE u. WAR- 
TENBERG 1956), zumal es noch vielfach ungewiB ist, ob Antibiotica im 
Boden bald zerstért werden oder langere Zeit haltbar sind (KOHLER 1950, 
1953, GrossBarD 1952, REHM 1953/54, Nissen 1953, SraLiines 1954, 
KRassinntkow 1954, Woop u. Twerr 1955, STEVENSON 1956). Weil 

sich jedoch beziiglich Helm. papaveris die Ergebnisse der Versuche im 
Boden und in vitro nicht widersprechen, scheint es gerechtfertigt, 
weiteren Problemen der Antibiose unter den gut kontrollierbaren Be- 
dingungen des Testversuchs nachzugehen. 

Merrert (1950) fand, daB Helm. pap. keine einheitliche Art darstellt, 
sondern mindestens in zwei morphologischen Rassen existiert. SCHMIEDE- 
KNECHT (1958) konnte das bestatigen und stellte bei der Untersuchung 
von etwa 170 Einsporisolierungen dieses Pilzes aus verschiedenen Teilen 
Deutschlands und des benachbarten Auslandes eine gréBere Anzahl von 
Stammen fest, die sich in ConidiengréBe, Luftmycel- und Sporen- 
bildung, Pigmentierung, Wachstumsgeschwindigkeit, Zonierung u. a. 


unterscheiden. 
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In der vorliegenden Arbeit sollte ermittelt werden, inwieweit sich 
die von ScumMIEDEKNECHT gefundenen morphologischen Rassen von 
Helm. pap. auch physiologisch unterscheiden. Zu diesem Zweck wurde 
eine wichtige Eigenschaft, namlich die Empfindlichkeit gegen anti- 
biotische Actinomyceten, herausgegriffen. 


Tabelle 1. Zusammenstellung der diagnostisch wichtigsten Higenschaften 
der 8 hauptstichlich verwendeten Streptomyceten 


Stamm Nr. 5 8 4 | 60 | 89 | 37g 1 46 
Conidiophorent weitspiralig |langgestreckt |langgestreckt | lang- eng- 
| gestr. | spiral. 
Sporenform? oval bis rund | oval bis rund | oval bisrund| oval bis rund 
Farbe d. veg. farblos 
Mycels+ braun farblos __—farblos bis gelb | farblos 
Farbe des graugelb- | weibB- 
Luftmycels+ grauweiB grau griinlich grau grau 
Section nach Series Series Series | Series 
BaLDAccr scabies diastaticus | ? aureus | diastat. 
Pigment auf 
Glye.-Glykok. braun — = | — 
Amylasebildung sal pee mu ie: wae 
Peptonisation von 
Casein —_— — / + a agg ae i sone 
Pigment auf 
Casein braun braun — — oo 
Pigment auf | 
Pepton braun braun | — — 
Pigment auf braun-|schw.- gelb- | 
Kartoffel dunkelbraun | schw. | braun _- gefarbt.| — 
| Mycel 
Cellulasebildung — — | = | eee _ 
Gelatineverfliiss. ++ | ++ | ++ ++ beets 


1 Bezieht sich auf Nihrboden 2 (nach D6LLE). 
* Die Anzahl der + gibt in allen Tabellen die Stirke der jeweiligen Wirkung an. 
(+) = geringe Wirkung. schw. = schwarz. 


A. Material 


1. Die Teststimme 


Es standen 98 von SCHMIEDEKNECHT (1958) isolierte, morphologisch -- ver- 
schiedene Kinsporisolierungen von Helm. pap. und 7 von Scuirwa (1955) gewon- 
nene Neuisolierungen zur Verfiigung. Stamm HD, mit dem DOLE (1954a, b) 
gearbeitet hatte, diente als stiindig mitgetesteter Kontrollstamm. Seine meist drei- 
fach septierten Conidien hatten bei Kultivierung auf Malzagar folgende Gréfe: 
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Lange: 23,83 + 0,517 uw; Breite: 6,84 + 0,191 uw. Zum Vergleich wurden ein von 
einem Gerstenfu8 isoliertes Helm. sativum P., K. u.B. und eine Einsporisolierung 
von Colletotrichum atramentarium (B. et Br.) Taub. (Coll. atr.) benutzt, die WAGNER 
(1955) als Kontrolle verwendet hatte. 


2. Die Antibionten 


Von 86 durch D6LLE aus einem Mohnfeld isolierten Actinomyceten wurden 
6 Antibionten ausgewahlt, die in einem Vortest Helm. pap. stark (A 11, A 46), 
maBig (A 44, A 60) oder schwach bzw. gar nicht (A 5, A 8) gehemmt hatten und 
auBerdem gute Sporulation zeigten; einige (A 5, A 60, A 11) hatten ihre Aktivitat 
im Vergleich zum letzten Test Dé~Lus (1954a) verandert. Spater kamen noch 2 von 
GEMEINHARDT (1954) gewonnene Stimme hinzu (A 8 g, A 37 g). Die Reinzucht der 
Strahlenpilzstémme war nach der Kochschen Verdiinnungsmethode vorgenommen 
worden (DOLE 1954a, GuMEINHARDT). Als sich bei einzelnen Stémmen Varianten 
zeigten, wurde dieses Verfahren wiederholt. Ihre wichtigsten morphologischen und 
physiologischen Eigenschaften sind in Tab. 1 aufgefiihrt. Die Stamme A 5 und A § 
konnten nach Krassimunikow (1949)! und Waxsman (1948) als Streptomyces 
phaeochromogenus (Conn) Waksman bestimmt werden; die Artzugehérigkeit der 
anderen ist nicht sicher. 

Jeder der 6 aktiven Stamme rief im Strichtest einen charakteristischen 
Hemmbhof hervor, ahnlich wie es von WALLHAUSER (1951), OPPERMANN 
(1951), Maapon (1955) und WaeneR (1955) bei Anwendung von Ant- 
agonisten und von KN6x1 (1946) beim Antibioticatest beschrieben wurde. 
Meist traten folgende Typen (in Anlehnung an Macpon) auf: Typ I: 
Diffuse (sparlich bewachsene) Hemmzone. Typ II: Totale Hemmzone. 
Typ III: AuBerhalb der totalen Hemmzone ist noch ein diffuser Hemm- 
bereich vorhanden. Typ IV: AuBerhalb der totalen Hemmzone liegt ein 
(meist schmaler) Férderungswall. 

Die untersuchten Stamme bildeten bei 3 Tagen Vorlaufzeit und 7 Tagen 
gemeinsamer Bebriitung mit den Testpilzen Hemmzonentypen, die sich 
je nach Teststamm, Besprithdichte, Nahrbodenzusammensetzung und 


Ablesetermin andern konnten (Tab. 2). 


Tabelle 2. Die von den einzelnen Streptomycetenstimmen hervorgerufenen 


Hemmzonentypen 
Stamm Nr. | 46 | 444 | As | As | au | 460 | 480 | 4370 
Hemmzonentypen | 
normal i ap ERA A sh gel RR 
Ausnahmen eit i IV Ta Il IV IV 
Die Leistungsfahigkeit verschiedener Stamme ging — wohl infolge 


der standigen Kultivierung auf demselben Nahrboden (Nr. 2) — all- 
mahlich zuriick (ScHatz u. WAKSMAN 1945, Waksman u. Scuatz 1945, 
Jones 1946, WaxsMAn 1950, Prennic 1952, WILLIAMS u. McCoy 1953, 
PERLMAN u.a. 1954, Wagner 1955 und andere; siehe auch ERIKSON 


1 Herr Dr. G. M. Horrmann, Aschersleben, jiberlicB mir dankenswerterweise 
seine noch unveroffentlichte Ubersetzung dieses Werkes. 
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1949). Es traten daneben bei A 1/, A 44, A 46 und A 60 Varianten mit 
veriinderter Luftmycelentwicklung oder Sporen- bzw. Luftmycelfarbe 
auf (vgl. LINDENBEIN 1952). Die Reaktivierung gelang auf v. PLoTHO- 
Agar, Cellulosestreifen (LINDENBEIN 1952) und besonders gut auf Kar- 
toffelscheiben (RUSCHMANN 1952c, Renm 1953/54). Erdpassagen stei- 
gerten — wie bei Lrypenpern — die Aktivitaét nicht merklich (auBer 
bei einem Stamm), forderten aber die Sporenbildung (s.a. FROMMER 
1956). Im Bedarfsfalle konnte auch auf Sporenkonserven (Erd-Sporen- 
mischung nach Prennic 1952) zuriickgegriffen werden. 


B. Methoden 


1. Nédhrsubstrate* 


Nahrboden Nr. 1 (Malzagar nach JANKE 1946): Malzextrakt 4 g; Pepton 0,4 g; 
Agar.3%; ad 100 ml Aqua dest.; pq 5,5—6. — Nahrboden Nr. 2 (nach DOLLE 
1954a): Starke (léslich) 1 g; Malzextrakt 0,5 g; MgCO, 0,1 g; NaNO, 0,1 g; NaCl 
0,05 g; K,HPO,- 2H,O 0,03 g; Agar 3%; ad 100 ml Aqua dest. — Nahrboden 
Nr. 2a: Starke 1,0 g; Pepton 0,15 g; sonst wie Nr. 2; pp 8. — Nahrboden Nr. 3 
(Starkeagar nach Waxksman 1950): Wie Nr. 2, aber ohne Malzzusatz. — 
Nahrboden Nr. 4: Glucose 5 g; Pepton 1 g; Agar 3°4; Humusextrakt 300 ml 
(Aufschlammung 1 Std lang auf 60° Cerhitzt und abfiltriert).— Nahrboden Nr.5 
(nach v. PLorHo 1940): Glycerin 2,0 g; Glykokoll 0,25 g; NaCl 0,1 g; K, HPO, - 2H,O 
0,1 g; FeSO,-7H,O 0,01 g; MgSO,-7H,O 0,01 g; CaCO, in Spuren; Agar 3%; 
ad 100 ml Aqua dest.; py 6,3—6,5. — Nahrboden Nr. 5b (nach Prennie 1952): 
Wie Nr. 5, aber mit Zusatz von 0,1 ml Hoagland-Spurenlésung. — Nahrboden 
Nr. 5d (nach Prennia 1952): Wie 5, aber mit 0,1 ml Hoagland-Spurenlésung 
und 0,1 ml Hefewasser (HENNEBERG); pq 6,4. — Nahrboden Nr. 6 (Cellul.- 
substr.): MgCO, 0,1 g; NaNO, 0,1 g; NaCl 0,05 g; K,HPO, - 2H,O 0,03 g; ad 
100 ml Aqua dest.; davon 2 ml in ein Reagensglas, in das dann ein Cellulose- 
streifen eingefiihrt wird. — Nahrboden Nr. 6a (Cellulosemedium nach Scaes 
1916): Zuerst geléste Papiercellulose wird wieder ausgefallt, abfiltriert und — 
mit Leitungswasser aufgenommen; Agar 3°). — Nahrboden Nr. 7 (mit 
GrusporFER-Loésung): Glycerin 2 ml; NaNO, 0,85 g; KH,PO, - 2H,O 0,18 g; | 
K,HPO, 0,12 g; NaCl 0,2 g; MgSO, - 7H,0 0,2 g; FeSO, - 7H,O 0,005 g; Hoagland- 
Losung 0,1 ml; Agar 3%; ad 100 ml Aqua dest. — Ni hrboden Nr. 8 (nach LinpEn- 
BEIN 1952): Glycerin 2 ml; NaNO, 0,85 g; NaCl 0,1 g; K,HPO,-2H,0 0,1 g; 
MgSO, - 7H,0 0,05 g; FeSO,-7H,0 0,01 g; CaCO, 0,001 g; Hoagland-Lésung 0,1 ml; 
Agar 3%; ad 100 ml Aqua dest. — Nahrboden Nr. 9: Kartoffelscheiben. — 
Nahrboden Nr. 10 (Milchagar nach Prennia 1952): Magermilch 60%; Wasser 


40%; Agar 3%. — Nahrboden Nr. 11 (Gelatine-Naihrboden): Glucose 0,2 g; 
Pepton 0,05 g; Gelatine 10—20 g; ad 100 ml Aqua dest. 
2. Teste 


GroBtenteils wurde das Strichtestverfahren nach SrusseL, LEBEN u. Kerrr 
(1953) angewendet, das sich bereits gut bei Antibiosetesten mit Helm. pap. bewahrt 
hatte (TAUBENECK 1954, DOLLE 1954a, Errig 1955a). Als Testsubstrat fiir Pilz 
und Antagonisten gleichermaBen geeignet war der Nahrboden nach Dérxie. Die 
mit KOH auf px 6,8—7,0 eingestellte cH+ stieg durch das Sterilisieren auf pu 6,5 
bis 6,3. Je 10 ml des heiBen Naihragars wurden in Petri-Schalen von 8 cm @ ein- 


* Der Gehalt an Kristallwasser wurde beriicksichtigt. 
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pipettiert (Schichthohe etwa 3—3,5 mm!), die gegossenen Platten dann im Auto- 
Klaven bei 120° C und 1 atii 20 min sterilisiert (JANKE 1946) und schlieBlich zum 
Erkalten auf eine ebene Flache gestellt. Ihre Beimpfung erfolgte (zwecks Abtrock- 
nung erst am nachsten Tage) so, daB auf jede Platte je 2 unterschiedlich aktive 
Stamme mittels Platinése in parallelen Strichen aufgetragen wurden: A 6/A 44, 
A 8/A 46, A 11/A 60, A 8 g/A 37 g. Bis zum Aufsprithen des Testpilzes verblieben 
die Platten 3 Tage bei 28° C im Thermostaten. 

Die Helm.-Stimme kamen vor dem Test auf Testagar-Schragroéhrchen, blieben 
fiir 7 Tage bei 28° C und danach zur besseren Conidien- und Farbstoffbildung noch 
3—4 Tage im Labor stehen. Nach AufreiBen des Mycels und Zugabe von Glas- 
perlen wurde mit physiologischer Kochsalzlésung so lange geschiittelt, bis in der 
tiberstehenden Fliissigkeit eine deutliche Triibung durch losgeléste Conidien und 
Hyphen eintrat. Gut sporulierende Stamme enthielten dann 100000—200 000 Spo- 
ren je Milliliter; héhere Konzentrationen wiren wegen der wenig sporulierenden 
Stamme ungeeignet gewesen. Zum Besprithen der Testplatten, die danach nochmals 
fiir eine Woche in den Thermostaten kamen, diente eine einfache Glasapparatur. 

Trotz genauer Hinhaltung dieser Methode blieben folgende Unsicherheits- 
faktoren bestehen: 1. Unbestimmbarkeit der aufgeimpften Actinomycetenmenge. 
2. Unterschiedliche Sporensuspensionsdichte bei den Helm.-Stammen. 3. Aktivitats- 
schwankungen der Actinomyceten. 4. Verwendung von Chemikalien unterschied- 
lichen Reinheitsgrades. Es wurde versucht, diese Fehlerquellen durch Nachpriifen 
in gesonderten Versuchen, durch stindiges Mitfiihren eines Kontrollstammes (HD), 
durch Arbeiten mit mindestens 3 oder 4 Parallelen und — wenn nétig — Wieder- 
holungen sowie durch ein geeignetes Auswerteverfahren auszuschalten. 

Wahrend man beim Diffusionstest meist die Entfernung Hemmstoffgabeort: Test- 
organismus in Millimeter als AktivitétsmaB benutzt, wurde hier die Hemmhofbreite 
(H) zur Koloniebreite (K) in Beziehung gesetzt. Die Messung von H und K erfolgte 
von der Petri-Schalen-Unterseite her mit dem Lineal (MeBgenauigkeit: fiir H = 1 mm, 
fiir K = 0,5 mm). Innerhalb der Parallelen wurden, soweit erforderlich, Mittelwert 
(M), Standardabweichung (c), mittlerer Fehler (m) und Variationskoeffizient (v) 
errechnet. Zur statistischen Sicherung verschiedener Ergebnisse wurde das t-Test- 
Verfahren nach Patav (1943) angewendet. Gute Sicherung lag vor, wenn P < 0,0027. 

Einzelne Versuche wurden auch mit dem Strichtest nach FLEMING (1929) aus- 
gefiihrt. 

C. Versuche zur Methodik des Biotypentestes 


Da im Lochtest nur einer der Antagonisten Hemmstoffbildung zeigte, 
kam lediglich der Vitaltest zur Untersuchung von Empfindlichkeits- 
‘unterschieden zwischen Helm. pap.-Rassen in Betracht. Im folgenden 
wurde daher gepriift, inwieweit und in welcher Form sich dieser Test 
im vorliegenden Falle anwenden 1aBt. 


1. EinfluB der Aufimpfungsmenge 
Zunichst wurden Sporensuspensionen bekannter Dichte in je 4 Par- 
allelen a) mit der Impfése, b) mit einer zu einer 3 cm langen Kante ge- 
bogenen Drahtschlinge und c) mittels 1 mm breiter Papierstreifen auf- 
getragen. HD fungierte als Teststamm. Die Suspensionsdichte lag nach 
Zahlungen mit der Thoma-Kammer zwischen 45 (A 8) und 92 Mill. 


1 Da manche Schalen dickere Wande oder einen nicht ganz ebenen Boden hatten, 
schwankte die Schichthéhe ein wenig. 


6) 
Arch. f. Mikrobiologie, Bd. 28 28 


422 K. NauMANN: 


Sporen/ml (A 8g). Die Streuung (a) zwischen den Parallelen war jedoch 
bei allen 3 Methoden nicht geringer als bei gleichzeitig durchgefihrter 
normaler Sporenimpfung. Dies lie® sich durch einen Versuch mit den 
Helm.-Stimmen HD, H 106, H 113 und H 115 bestatigen, bei dem die 
kantig gebogene Schlinge angewendet wurde. 


2. Die Vorlaufzeit 


Zur Ermittlung der giinstigsten Vorlaufzeit wurde jeweils eine Gruppe 
Platten 3, 8 und 14 Tage vor dem Bespriihtermin beimpft. Die Re- 
aktionen der Testpilze HD, H 17 und H 16 zeigten stets die gleiche 
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Abb. 1. Veriinderung der relativen Hemm- Abb, 2, Zunahmen der Hemmbhofgré8e (Hemm- — 
hofgréBe (H: K) yon 4 aktiven Actinomy- hofbreite minus Breite des herausgeschnittenen : 
ceten mit der Liinge der Kultivierung vor Koloniestreifens = H-S) mit der Dauer der 
dem Aufspriihen des Testpilzes HD. Gabe- Kultivierung des Actinomyceten. Rechts ist die — 
lung der Kurven bedeutet Auftreten einer Kontrolle angegeben 


diffusen und totalen Hemmzone. (Es handelt 
sich stets um Mittelwerte) 
Tendenz (Abb. 1). Die totale Hemmzone von A 44 vergroRerte sich in 
6 Tagen, wurde dann aber wieder (z.'T. unter Ausbildung einer gréBeren 
diffusen Hemmzone) schmaler. Beidem inaktiven Stamm A 5 stellte sich — 
wohl durch Autolyseprodukte oder N ahrstoffentzug — bei langer Vorlauf- 
zeit eine diffuse Hemmzone ein. Bei A 46 war cine stindige Steigerung 
der Hemmstoffproduktion festzustellen. Fiir 4 11 und A 60 lieBen sich 
Wirkungsoptima zwischen dem 3. und 7, Tag nachweisen. Dieser Versuch 
wurde fiir A 46, aufgeschliisselt nach Tagen, in 2 Versuchsreihen 
(Testpilz HD) wiederholt (Verbindungslinien in Abb. 4) 
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Ganz Abnliches war festzustellen, als taglich bei 12 von 78 Testplatten 
die aufgeimpften Antagonisten herausgeschnitten wurden; das Auf- 
spriihen der Testpilze erfolgte 3 Tage nach dem Impfen. Die Staémme 
A 44, A 60, A 8g und A 37 g hemmten die Pilzkultur erst nach 5 Tagen 
merklich, Stamm A 46 bereits nach 3 Tagen und A 11 sogar schon vom 
2. Tag an. Diese Wirkung erhdéhte sich laufend bei A 46, A 60, A 8g und 
A 37g (Abb. 2). In einem anderen Versuch, bei dem die Antagonisten 
nicht nur 3, 5 bzw. 7 Tage nach dem Beimpfen ausgeschnitten, sondern 
ebenfalls in Etappen (nach 3, 5 usw. Tagen) bespriiht wurden, zeigte sich 
eine um so geringere Hemmwirkung, je langer die Zeitspanne zwischen 
Ausschneiden und Bespriihtermin war. 


3. Der Hinflup der Menge der aufgespriihten Testpilze 


Kyou (1947) fand, daB bei gleicher Penicillinkonzentration héhere 
Keimdichten kleinere Hemmhéfe ergaben als geringe. Wegen der unter- 
schiedlichen Sporulationsfaihigkeit der Pilzstimme muBte auch fiir die 
vorliegende Untersuchung der EinfluB der Testorganismenkonzentration 
geklart werden. 

Der Teststamm HD wurde in Suspensionsdichten von 110000 bis 
290000 Sporen je Milliliter und deren Verdiinnungen 1:1 (etwa 40000 
bis 140000 Sporen/ml) angewendet, da etwa in diesem Bereich, nach 
der Triibung zu urteilen, die Sporenkonzentrationen bei Abschwem- 
mung der verschiedenen Helm. pap.-Rassen schwankten. Zwischen den 
gegebenen Suspensionsdichten traten, ebenso wie bei einem zweiten Ver- 
such, keine statistisch gesicherten Differenzen in den von A 46 hervor- 
gerufenen Hemmhoferéfen auf (Tab. 3). 


Tabelle 3. Die Wirkung unterschiedlicher Bespriihdichte und Agarschichthohe auf die 
Sensibilitdt von HD nach 3 Tagen Vorlaufzeit fiir A 46 
(Mittelwerte H: K) 


GréBe des relat. Hemmhofes 


aad i hohe Con.-Konz. | geringe Con.-Konz. Sicherung 
M | m | M | m 
10 Del, + 0,2 8,9 + 0,3162 | — 
5, 5,8 + 0,14 5,9 + 0,141 | = 
20 4,1 + 0,4 4,5 + 0,0 — 


4. Die Vorkultur 
In einem Versuch mit 7 und 20 Tage alten Strahlenpilzkulturen erwies 
sich die jiingere als etwas aktiver (Abb. 4). Hemmwirkungsunterschiede 
zwischen 18 Tage und 6 Wochen alten Vorkulturen traten nur bei A 46, 
wo die jiingeren, und (geringer) bei A 17, wo die alteren Kulturen 
28* 
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aktiver waren, auf. Versuche iiber die Ernahrung der Antibionten-Vorkul- 
turen wurden nicht angestellt, da alle Stémme der Gew6hnung wegen 
zunachst tiber den Testagar liefen. 

Die Sensibilitait der Testpilze war unabhangig von Alter und Substrat 
der Vorkultur. 


5. Die Naéhrbodenwahl 


Entscheidender wirkte sich demgegeniiber die Zusammensetzung des 
Testnahrbodens auf die Sensibilitét des Testpilzes aus (PoRTER 1924, 
E1ser u. McFArRuLANE 1948, GREEN u. WAKSMAN 1948, DULANEY 1949, 


H:K CMm2 
11 g ZW 5 
10 ON 2 Sess 
9 ON lia Ul-sd 
IN | 
8 UN IF: Ere 
NI: 

{ NE: 
0 NII: . 
5 GN : oN 

ON 5 GN || s g 
HA EN TEE PNG TA 
aL YN ON UN IEE | ZN UN 

NIL, | WN ANIER | YAN gN 

gN UN VANIER | YAN BZN 
TNE VN EB INERT IN EB EA 

ANB LVANIEB LANIER LANIER LANIER 
near: Aue AMG Ant A60 As A374 
Abb. 3. GréBe der relat. Hemmhéfe auf verschiedenen Nahrbéden (siehe Nahrbodenrezepte!). 

Testpilz HD 


OPPERMANN 1951, RuSCHMANN 1952, d, 1954; siehe auch KOHLER 1956). 
Wahrend z. B. A /7 und A 44 auf den Nahrbéden 2 und 3 gleich groBe 
Hemmhéfe erzeugten, bildete A 60 auf Nahrboden 3 eine zusitzliche 
diffuse Hemmzone (Typ III). Die Stémme A 8 g und A 37q (z.B. starkere 
Wirkung auf Nahrboden 8) sowie A 44 und A 60 (geringe Entwicklung 
auf Nahrb. 7 und 8) verhielten sich in ihrer Aktivitait gegen HD auf den 
verschiedenen Medien untereinander ahnlich (Abb. 3). A 46 war iiberall 
annihernd gleich aktiv. A 5 zeigte auf einigen Nahrbéden eine deutliche 
Hemmwirkung und rief auf Nahrb. 7 eine Férderungszone hervor. Die 


Actinomyceten gediehen, ebenso wie die Testpilze, am besten auf 5d und 
dem Testagar (Nr. 2). 


6. Der EinfluB der Agarschichthéhe 
Um die Wirkung verschiedener Agarschichthéhen (OPPpERMANN 1951, 
HumpuHRey u. LighrBown 1952) zu untersuchen, wurden in 8 cm-Petri- 
Schalen 10, 15 und 20ml (= etwa 3,5; 5,2; 7mm Héhe) vom Testagar 
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inpipettiert. 7 (Tab. 3) und 20 Tage alte Kulturen von A 46 mit je 
1—6 Tagen Vorlaufzeit dienten als Antagonisten (Abb. 4). Die auffallend 
groBen Hemmhofe der 10 ml-Platten sind nicht durch Nahrstoffmangel 
bedingt, da dann namlich die inaktiven Stimme A 5 und A 8 ebenfalls 
Mangelhofe hatten zeigen miissen. 


A: 

11 

10 

9 

e A) | VA) | oe 

: AIAN VIVE | Vl | VAs) carom 

| DIMI VEL VL VLE: 

4 Z y % yi g o by y: E=]20ml 
a) asl | 3} | Ae al | ae} | Al | AE 

2 vA | Y || Ae el | al | Hel | 8 

HMB ALLL HELE VELL 

4 7 Tage 20 Tage 7Tage 20 Tage ee 20 Tage ar oie ria ee Vorku/tur 


7Tag 2Jag 3.]ag 4¥.Tag 6.Jag Vorloufzert 


Abb. 4. Wirkung unterschiedlicher Agarschichthohe (10, 15, 20 ml), verschieden alter Vorkulturen 
(7 und 20 Tage alt) und verschieden langer Kultivierung der Strahlenpilze vor dem Aufspriihen des 
Testpilzes HD 


7. Die cH-Abhdngigkeit des Antibiosetestes 
Der Einflu8 der cH+ auf die antibiotischen Beziehungen (RuscuH- 
MANN 1952b, d, 1955, Srotn u. a. 1952, Dorie 1954b, Ream 1954/55) 
zeigte sich auch bei A 46 (Testpilz HD), wo der (vor dem Sterilisieren) mit 
HCl auf px 5,5 eingestellte Testagar die gréBten Hemmhéfe erbrachte 


(Tab. 4). 
Tabelle 4. cH+-Abhdngigkeit der relativen Hemmhofbreite 


cH-Wert pH 5,5 | pu 7,1 | Du 8,4 
M 9,4 8,99 8,23 
m + 0,169 + 0,656 -- 0,247 


8. Die zeitlichen Verinderungen der Hemmhéfe 

Fortwahrende Verainderungen der Hemmhéfe (WALLHAUSER 1951a, 
Reum 1954/55; s.a. WALLHAUSER u. Rrepet-BatpeEs 1950, WALL- 
wAusER 1951 c) lieBen sich bei Auswertung am 3. und 7. Tage nach dem 
Aufsprithen von HD, H 79 und H 80 feststellen (Tab. 5). Meist verklei- 
nerten sich die urspriinglichen Hemmzonen und bei A 11 verwandelten 
sich die Hemmhéfe vom Typ II (totale Inhibitionszone) in den Typ III 
(totaler und auBerer diffuser Hemmbereich). In einem anderen Versuch 
fiihrten Bonitierungen nach 2, 4 und 7 Tagen zu ahnlichen Ergebnissen. 
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Tabelle 5. Verdnderungen der relativen Hemmhofgrépen (Mittelwerte H : K ) 
innerhalb einer Woche. Beriicksichtigt wurden nur die totalen Hemmzonen 


All | A 44 | A 60 


HD | H79| Hso | HD | H79 | H8o| HD | H79 | H80 


57 | 63 | 64 °1%5,3™ “83") “lo tee 
2:9 1720 VERE ee San Sl or 1.6 1,9 2,0 


1. Ablesung 5 
2. Ablesung 2, 


A 46 | A8q A 37g 


HD | H79 | Hso| HD | H79 | H80| HD | H79 | H80 ~ 
1,8 1,7 A as aa De 1,3 9 


1. Ablesung | 8,7 | 64 | 7,0 | 3,5 | | 
2. Ablesung 6,77 |; 6; | 6,77 \22.8. |[~2,0 1 140 heS3 font Teles 


9. Die Wirkung der Testpilze auf die Streptomyceten 


Wie sich bei gleichzeitiger Impfung von Pilzen und Actinomyceten im 
Strichtest nach FLeminG herausstellte, beeinfluBte Helm. pap. lediglich 
das Wachstum von A 44 und A 8g ein wenig; bei 4 Tagen Vorgabe fiir” 
den Pilz wurde das Wachstum von 4 5, A 44, A 8 und A 60 geringfiigig 
beeintrachtigt. Wurden die Helm.-Stéimme punktformig in die Mitte 
einer Testplatte geimpft und nach 3 Tagen 2 Actinomyceten im Abstand 
von je 1,5 cm vom Rand der Pilzkolonie strichformig aufgetragen’ 
(Errie 1955b), so blieben alle Streptomyceten unbeeinfluBt. Bei gleich- . 
zeitiger Strich-Punkt-Impfung (3 cm Distanz) wurden nach einiger | 
Zeit A 44, A 60, A 8g, A 37g und erstmals auch A 17 von HD in ihrem 
Breitenwachstum gehemmt. | 

Bei der im Sprihtest iiblichen 3 tagigen Vorbebriitung konnte jedoch 
keinerlei BeeinfluBung des Antibionten durch die Testpilze festgestellt 
werden. 


D. Die Biotypenteste 


1. Die Abhingigkeit der Hemmhofbreite von der Koloniebreite 


Nach Feststellung der besten Testmethoden wurde das Ma ,,relative 
Hemmhofgréfe‘* auf seine Brauchbarkeit untersucht. Da Wachstums- 
schwankungen der Actinomyceten sich in der Koloniebreite bemerkbar 
machen muBten, wurden die Hemmhofbreite (H) und die Breite der 
Antagonistenkolonie (K) zueinander in Beziehung gesetzt. Dafiir gab es 
praktisch 3 Méglichkeiten: a) Berechnung der Differenz H — K (,,wahrer 
Hemmhof*); b) Aufstellung des Verhialtnisses H : K (,,relativer Hemm- 


hof**); c) Errechnung des Verhiiltnisses 


H — } 
K = (,,.wahrer Hemmhof*/ 
Koloniebreite). 


Das beste Verfahren muBte beim Vergleich die geringste Streuung (o) bzw. den 
kleinsten Variationskoeffizienten (v) aufweisen. Daher wurde zunichst bei Stamm 
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A 44 (Testpilz HD) fiir die Breiten des Hemmhofs und der Kolonie der Korre- 
Jationskoeffizient (r) nach der Formel von Bravats 


*' pa, a, — nb, b, 
r= 
NOx. Oy 


2 


und dessen mittlerer Fehler nach PEARSON u. FILON m,= 
SEN 1926). 


errechnet (JOHANN- 


Die Berechnung aus 161 Varianten ergab die gute mittlere positive 
Korrelation (WEBER 1956) r = + 0,5944 + 0,051. 

Zwischen ,,wahrer Breite“’ des Hemmhofs (H — K) und der Kolonie- 
breite (K) bestand demgegeniiber nur die schwache positive Korrelation 
(162 Varianten) r = + 0,2147 + 0,043. 

Fiir die Breite des Gesamthemmhofs (einschlieBlich des diffusen 
Hemmbereichs) und der Kolonie von A 44 hatte der Korrelationskoeffi- 
zient bei 148 Varianten den Wert r = + 0,5428 + 0,058, wahrend die 
Korrelation (H—K) : K fiir den Gesamthemmhof weniger gut gesichert 
war (148 Varianten): 7 = + 0,3446 + 0,072. 

Eine gute Korrelation ergab sich also fiir A 44 nur zwischen H und K, 
aber nicht in dem Mae zwischen H — K und K. Da die Stamme A 7, 
60, §g und 37 g sich im Antibiosetest ganz ahnlich verhielten wie A 44, 
mute nur noch ftir den hochaktiven, aber schnell degenerierenden 
Stamm A 46 der Nachweis einer gegenseitigen Abhangigkeit von H 
(bzw. H — K) und K erbracht werden. Die Korrelation r = + 0,293 
-+_ 0,064 von H und K wurde an Hand von 202 Proben bestimmt; sie 
war zwar schwach, doch immer noch groéfer als die Korrelation zwischen 
H — K und K. 

Es schien demnach berechtigt zu sein, Hemmzonenbreite H und 
Koloniebreite K in eine zahlenmaBige Beziehung zu setzen. Durch 
- Variabilitatsvergleiche muBte nun nachgewiesen werden, ob.die Errech- 
nung der Differenz H — K oder das Verhaltnis H : K fiir die Biotypen- 
teste geeigneter war. 


2. U: ntersuchung des Kontrollstammes HD 


Um den Schwankungsbereich beim Biotypentest zu erfassen, wurden 
alle Aktivitatsmessungen zusammengefaBt, die bisher mit dem Kontroll- 
stamm HD an den 6 aktiven Actinomyceten vorgenommen werden 
konnten. Bei Stamm A 44 wurde dabei nicht nur das Verhaltnis H: K, 
sondern auch die Differenz H —K und der Quotient (H — K)/K zu- 
erunde gelegt. 


Fur H — K ergaben sich folgende Werte: 


M = 24,07 + 0,437 mm o = + 5,313 mm » = 22,08 (Gesamthemmhof) 
M= 7,6 + 0,376 mm o=—+4,67 mm v = 66,22 (totale Hemmzone) 
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Der fiir den Vergleich unterschiedlicher MeBreihen wichtige Variabilitatskoeffizient 
v errechnet sich nach der Forme! (JOHANNSEN) 


ap 100-0 
See? oa 
Das Verhaltnis H: K zeigte folgendes Ergebnis: 
M = 4,68 + 0,075 o = + 0,9315 v = 19,9 (Gesamthemmhof) 
M = 2,28 + 0,063 o = + 0,808 v = 35,49 (totale Hemmzone) 


Der Quotient (H — K)/K ergab gréBere Schwankungen: 


v = 24,67 (Gesamthemmhof) ~ 
v = 86,05 (totale Hommegaaa 


M = 3,65 + 0,074 
M = 1,46 + 0,099 


o=+0,9 
o = + 1,257 


Beim Vergleich der Variationskoeffizienten weist — besonders deutlich fiir die 
totale Hemmzone — das Verhaltnis H: K die geringsten Schwankungen auf. } 
Ganz Ahnliches lieB sich auch fiir Stamm A 46 konstatieren. H — K fiir alle 
Teste von HD ergab: 


M = 23,16 + 0,519 mm o = + 7,54 v= 33,34. ‘ 
Fiir H: K konnte errechnet werden: 

M = 8,25 + 0,519 o = + 2,515 v = 30,47 

und fiir (H — K)/K: 

M = 7,42 + 0,18 o = + 2,57 v = 34,18 


Dieser Variabilitétsvergleich berechtigte dazu, die ,,relative Hemm- 
hofgréBe* H: K als Inhibitionshofma8 zu verwenden, wie es in Tab. 6 
fiir alle 6 aktiven Stamme geschehen ist. 


Tabelle 6. Gesamtergebnis aller Teste der 6 aktiven Strahlenpilze gegen HD 
(Mittelwerte H : K) G = Gesamthemmhof, ¢ = totale Hemmzone 


A37g 


A ll A 46 A 44 A 60 AS8g 
G t G t G t 
4,70 | 3,21) 8,25] 4,68) 2,28) 4,17] 1,89] 2,76] 2,85 
+m 0,08 | 0,07] 0,52} 0,08] 0,06} 0,08} 0,05] 0,06} 0,06 
IO mmEte et fo 0,84 | 0,82} 2,52] 0,93; 0,81) 1,00] 0,67| 0,63) 0,67 
Ve... LFS 2555 S06 | LO KSb br 23,0 a Sass 922.0 23,5 


3. Sensibilititsunterschiede zwischen den einzelnen Helm.-pap.-Rassen 


Ks war vorerst nicht n6étig, die Empfindlichkeit jedes einzelnen 
Helm. pap.-Stammes mit diesen soeben fiir HD gefundenen Werten zu 
vergleichen. Vielmehr wurde zunichst angenommen, daf die Helm.- 
Staémme sich untereinander nicht unterscheiden. Demnach miiBten die 
relativen Hemmhofgréfen aller anderen Helm. pap.-Stamme zusammen- 
genommen in Mittelwerten, Standardabweichungen und Variabilitats- 
koeffizienten genau itibereinstimmen mit den Hemmhofwerten aller 
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Teste, die mit dem Kontrollstamm HD durchgefiihrt wurden. Wiirden 
namlich einzelne Helm.-Stimme von dieser HD-Norm abweichen, so 
miiBte sich eine groBere Streuung als bei HD ergeben. Ein Vergleich der 
Tab. 6 und 7 zeigt jedoch eine weitgehende Ubereinstimmung aller 
untersuchten Helm. pap.-Rassen in ihrer Sensibilitat. 


Tabelle 7. Ergebnis aller Teste der 6 aktiven Actinomyceten 
gegen alle Helm. pap.-Rassen (Bezeichnung wie in Tab. 6) 


Ail A 46 A 44 A 60 A8q | A37Qg 
Gels Wi G t G t 
M. 4,83 | 3,13] 8,16| 4,6 | 2,42] 3,99] 1,98] 2,69] 2,96 
+m 0,05 | 0,05; 0,13; 0,05| 0,06| 0,07] 0,05| 0,05] 0,51 
aay, 0,87) 0,68 )) 2,66 |£ 1,03 | 0,8 |=+,07| 0,71! 0,74) 0,8 
v EOF) O18) SRC p22, 33,2" 1°26;7 “| 85.7 Wo7,6 |'26,9 


Dennoch lieBen sich geringe Abweichungen von der Norm feststellen. 
So hemmte A 44 den Helm.-Stamm H 64 starker, die Stamme H 44 und 
H 74 dagegen weniger als den Kontrollstamm HD. Die Helm.-Stéimme 
H 70, H 73, H 75 und H 117 waren gegeniiber A 46 weniger empfindlich 
als HD, wahrend H 50, H 81, H 82, H 106, H 112 und H 116 auf A 11 
starker reagierten als der Kontrollstamm. Diese Unterschiede lagen jedoch 
durchweg noch innerhalb der Grenzen der Aktivitatsschwankungen 
der einzelnen Streptomyceten bei HD. 

Die Teste mit H 70, H 73 und H 117 gegen A 46 und mit A 64 gegen 
A 44 wurden einmal, mit dem Stamm H 106 gegen A II zweimal und 
mit H 112 und H 116 gegen A // dreimal mit ahnlichem Erfolg wieder- 
holt. Die anderen nur wenig abweichenden Kombinationen wurden nicht 
nochmals gepriift. Die Unterschiede waren in keinem Fall diagnostisch 
zu verwerten, da keine der gepriiften Rassen bei jeder Wiederholung 
statistisch gesicherte Differenzen ergab. Immerhin konnte somit bei 7 
von 98 Helm. pap.-Rassen eine gewisse physiologische Verschiedenheit 
an Hand gradueller Sensibilitatsunterschiede nachgewiesen werden. 

Eine neuentstandene Sektorvariante und 6 frischisolierte Helm. pap.- 
Stamme wiesen (mit einer Ausnahme) praktisch die gleiche antibiotische 
Empfindlichkeit auf wie HD. 


4. Die Verwendung anderer Streptomycetenstimme als Antibionten 


Um gegebenenfalls durch Erweiterung des Antagonistensortimentes 
doch noch deutlichere Sensibilitatsunterschiede zu erhalten (BUXTON u. 
Rrcnarps 1955), wurden Antibioseversuche mit 8 anderen Actino- 
myceten aus der Institutssammlung durchgefiihrt, bei denen HD, H 21, 
H 22, HS 34, H 57, H 58, H 109 und H 119 als Testpilze fungierten. 
Dabei erwiesen sich H 57 gegentiber Stamm A 76 als etwas weniger und 
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HS 34 gegeniiber Stamm A 67 als ein wenig starker empfindlich als alle 
anderen Testpilze. 

AuBerdem wurden je 2 Varianten von A // und A 44 und 6 von A 60 
untersucht, wobei sich einige Isolate (zum Teil nur voriibergehend wie 
A 11/I) in ihrer Hemmwirkung auf HD und H 27 von ihren Elternstam- 
men unterschieden. Gegeniiber H 27 wiesen einige Varianten von A 60 
geringere Aktivitat auf. Das kénnte auf — bisher nicht nachweisbare — 
Sensibilitaétsunterschiede zwischen HD und H 21 hindeuten, jedoch 
traten statistisch gesicherte Differenzen nie gleichzeitig fiir die totale 
und die Gesamthemmzone auf (Tab. 8). 


Tabelle 8. Hemmwirkung einiger Varianten und threr Elternstimme auf HD und H 21 
in 2 Versuchen (Bezeichnung wie in Tab. 6) 


- HD Sicherung H 21 Sicherung 
M (P) M (P) 

ATT: 2,7 -- 0,0578 | 9.57 40,0817 

G 4,5 + 0,1155 4,1 + 0,1291 
All|; | t 4,1 + 0,1414 0,0002 4,5 + 0,1000 0,0002 

G 6,1 + 0,1291 0,0002 5,7 + 0,1826 0,0004 
All 5,1 + 0,0517 | 4,5 + 0,1414 
All|r 5,2 + 0,4082 =| 4,3 + 0,1633 
Add VG 1,9 + 0,1633 

G 4,2 + 0,2692 4,5 + 0,0511 
A44/, | t 1,6 + 0,0 3,1 + 0,0817 

G 7,1 + 0,1633 0,0002 8,5 + 0,3921 0,0002 


5. Unterschiede in der Ausbildung der Hemmhéfe 


Ebenso wie die GroBe wurde auch die Entwicklung des Hemmhofs 
hauptsachlich vom Antagonisten bestimmt. Der Einflu& der Testpilze, 
den GREEN u. WAKSMAN (1948), WALLHAUSER u. RIPPEL-BALDEs (1950), 
WALLHAUSER (1951a) und Maqgpon (1955) nachweisen konnten, war im 
vorliegenden Falle abhangig von ihren morphologischen Kigenschaften. 
So konnte die von A 44 und A 60 — und gelegentlich auch von A 17 — 
hervorgerufene aufere diffuse Hemmzone bei geringer Suspensions- 
dichte (Spd) des Testpilzes vorhanden und bei hoher iiberdeckt sein. 
Zwischen diesen Extremen gab es alle Uberginge. Unter dem EinfluB 
von A 8g und A 379 bildeten die Teststimme HD, H 21, H 58, H 96, 
H 115 und H 116 bei mittlerer und geringer Spd auBerhalb der totalen 
Hemmzone schmale Férderungswille mit erhdhter Farbstoff- und 
Sporenproduktion. H 21 zeigte bei Kinwirkung von Antagonisten ge- 
legentlich — wohl ebenfalls in Abhangigkeit von der Spd — eine Doppel- 
wallbildung, bei der von innen nach aufen eine Inhibitionszone, ein 
Forderungswall und eine Luftmycelzone aufeinander folgten (Abb. 5). 
Als mégliche Ursache fiir die Ausbildung solcher Férderungswille 
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werden gleichzeitige Bildung von Reiz- und Hemmstoffen (Ruscu- 
MANN 1951, 1952a, WaLLHAuSER 1951a), eine stimulicrende Wirkung 
niedriger Hemmstoffkonzentrationen (WaLLHAUSER 1951a, OppER- 
MANN 1951, v. Hour 1952, ZiscuKa 1955) oder Abbau von Hemmstoffen 
(WALLHAUSER 1951a, Ruum 1954/55) genannt. 


Abb. 5. Verschiedene Hemmhoftypen bei Anwendung der Testpilze HD (totale Hemmzone) und H 21 
(Doppelwallbildung). Der verwendete Antagonist ist A 44. Das Auftreten der Doppelwallbildung ist 
von der Koloniedichte abhingig 


Abb. 6. Haufig auftretender einseitiger Hemmhof von A 8 hervorgerufen durch die Uberlagerung der 
anfangs gréBeren Hemmzonen von A 8 und A 46 


Bei A 8 kamen gelegentlich einseitige Inhibitionszonen vor (Abb. 6), 
die durch die Uberlagerung eines urspriinglich vorhandenen Inhibi- 
tionsbereichs von A 8 und einer anfangs weit gré8eren Hemmzone von 
A 46 entstanden. Es handelt sich demnach wahrscheinlich um die 
Summation zweier kleiner, fiir sich auf die Dauer unwirksamer Hemm- 


stoffmengen. 


6. Vergleichende Untersuchungen zur Sensibilitat von Helm. sativum 
und Colletotrichum atramentarvum 


Zum Vergleich wurde auch die Aktivitat der 8 Antagonisten gegeniiber 
den bereits mehrfach auf ihre antibiotische Empfindlichkeit unter- 
suchten Pflanzenparasiten Helm. sativwm (CHRISTENSEN u. Davies 1940, 
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Anwar 1949, SrEvENSON 1954, PeTEeRson 1954, CHinn 1954) u. Coll. atr. 
(GemEINHARDT 1954, Erria 1955a, b) gepriift. Helm. sativum difterierte — 
im Gegensatz zu Coll. atr. — nur wenig von HD (Tab. 9). Es gelang also 
nicht, die so deutlich verschiedenen Arten Helm. pap. und Helm. sativum 
durch den Antibiosetest statistisch gesichert zu unterscheiden. Wie die 
geringe Variabilitat innerhalb der Parallelen vermuten laBt, hatte sicher- 
lich auch eine gréBere Anzahl von Testplatten keine wesentlich anderen 
Ergebnisse gebracht. 


Tabelle 9. Vergleich der antibiotischen Empfindlichkeit von Helm. sativum (Hs), 
Helm. pap. (HD) und Coll. atr. (Ca) 
(Berechnung und sonstige Bezeichnungen wie in Tab. 6) 


A 44 | A 60 
| HD | Hs | HD | Gam ya | Hs | HD Ca 
‘5G i | G i | Coie meee Oe: 
M | 2,8 | 6,2 | 4,7) 3,2 | 4,5| 2,2 66 | 1,9 | 5,5 | 4,9 | 3,5 | 5,5 | 5,1 
+ ™m Os O54 ae Oe: ta Os 0,1 (0,1 0,1 O25 02>) O15 0,1" 20:6 
P | 0,00350,001] | | | 
A iD A 46 | AS8gq A 37 q@ 
HD | Hs | HD| Ca | HD Hs | HD | Ca | HD | Hs | up) Ca |p| us |HD| Ca 
M | 4,4 | 3,8 | 5,4 | 5,8 |10,1] 8,5] 7,9 | 8,5 | 3,1 | 3,5 3,3 | 4,1 | 3,8 4,6 3,4 |4,4 
+m |0,4| 0,2] 0,2} 0,1 10,4 | 0,5] 0,4 | 10,2 0,1 0.2 0,0 0,0 0,1.0,4 |0,2 0,1 
Pied) | | gut) 0,005} 0,009 
| | || iges.| | 


KE. Art der Schidigung 


1. Das Helm.-Wachstum im Hemmbereich der Antagonisten 

REINHARDT (1892) fand bereits bei Peziza-Hyphen Absterbeerscheinungen am 
Hemmbhofrand. Nach WeErINDLING (1932, 1934) ruft Trichoderma entsprechende 
Wirkungen bei Rhizoctonia solani hervor. Evxrot (1917), PorrTER (1924), BRIAN u.a. 
(1946), OppERMANN (1951), Stevenson (1954, 1956) und Magpon (1955) unter- 
suchten ebenfalls solche bei Antibiosevorgingen auftretenden Phanomene. 

Auch die Strahlenpilze A 44 und A 60 verursachten bei den nicht so 
viel Luftmycel bildenden Helm.pap.-Stimmen, ohne das Keimen der 
Conidien verhindern zu k6énnen, Verinderungen, die den Chlamydo- 
sporen (BALLARIN 1950) bzw. Mikrosclerotien (MEFFERT 1950) glichen. 
Normal gewachsene Mycelteile konnten durch einen plétzlichen starken 
antibiotischen KinfluB vollstaindig deformiert oder aufgelést werden. 
Wahrend im allgemeinen Mycelstiicke im Hemmbereich schwach wuchsen 
und abstarben, keimten Conidien haufiger —allerdings mit angeschwolle- 
nen Hyphen — aus. Der hochaktive Stamm A 46 verhinderte die Ent- 
wicklung von Pilzkolonien in einem weiten Bereich und lie8 am Hemm- 
zonenrand nur schmale Hyphen aufkommen. A // rief unregelmafige 
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Kolonien mit (bei normal pigmentierten und sporulierenden Stémmen) 
-- stark blasig angeschwollenen, reich septierten Keimhyphen (Abb. 7) 
hervor. Unter dem Einflu8 (Férderungszone!) von A 8 g und A 37q 
entwickelten sich stark ange- 
schwollene, manchmal sogar plat- 
zende Hyphen mit dichotomen 
Endverzweigungen, die unter Um- 
standen wieder auskeimen konn- 
ten und wahrscheinlich in ihrer 
Entwicklung gebremste Conidien- 
trager darstellen (Abb. 8). Auf 


Abb. 7. Bei Anwendung von 4 11 hiiufig Abb. 8. AS8g und A 37g veranlaBten Helm. 
entstehende Involutionshyphen von Helm. pap. pap. zur Bildung solcher steckengebliebener 
Vergr. 640 mal Conidientrager. Vergr. 160 mal 


anderen Medien als dem Nahrboden 2 waren die Reaktionen zum Teil 
anders. — Helm. sativwm wurde in seiner Wuchsform von 4 44, A 60 und 
A 11 nicht nennenswert beeinfluBt, lediglich A 8g, A 37 g und (anders als 
bei Helm. pap.!) A 46 lieBen stark verdickte Involutionshyphen ent- 


stehen. 


2. Direkteinwirkung von Streptomyceten auf Helm. pap. 


Neben der durch Hemmstoffe veranlaBten Fernwirkung konnte auch 
ein direkter Angriff des Antagonisten auf den Testpilz beobachtet werden. 


WEINDLING (1932, 1934) sah die 
direkte Kinwirkung von Trichoderma 
lignorum auf andere Pilze. Andere 
Autoren stellten im Boden Angriffe 
von Strahlenpilzen auf Ophiobolus 
graminis baw. Fusarium spec. (WIN- 
TER 1949), Helm. pap. (LANGE 1953), 
Helm. sativum (STEVENSON 1956) 
und —in vitro— Aspergillus-Hyphen 
(REHM 1954/55) fest. 4 BAY" weuie 

In den vorliegenden Unter- Abb. 9. Chemotropische Reizwirkung junger Helm. 

pap.-Kulturen auf Primiirmycel von A 44, Man sieht 


suchungen traten ahnliche Er- die Haufung der Actinomyceten um die Pilzkolonien 
‘ 1 - und das erste Auftreten von Sekundarmycel (rechter 
scheinungen bei den Stémmen Rand der linken Kolonie). Vergr. 160 mal 


A 44 und A 60 auf, fiir deren 
vegetative Hyphen junge Kolonien von HD eine Reizquelle darstellen 
(Abb. 9). Danach entwickelten sich die vegetativen Hyphen des 
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Actinomyceten in unmittelbarer Umgebung der Kolonien besonders 
stark, drangen dabei (durch Auflésen oder Durchbohren der Membran) 
in die Helm.-Hyphen ein, durchwucherten sie (Abb. 9) und gliederten 
sehr bald Luftmycel ab (siche REHM 1954/55). Es war nicht méglich, zu 
klaren, ob die beobachtete Plasmaabtétung wahrend, vor oder nach dem 
Eindringen der Strahlenpilze erfolgte. 

Unterschiede im Sinne einer Biotypendifferenzierung beim parasi- 
tiren Befall von Helm.-Hyphen durch Actinomyceten konnte nicht 
beobachtet werden. 


F. Die Wirkung der mehrfachen Sterilisation des Testnahrbodens 


1. Sterilisierungsversuche 


Auf einigen, zufallig mehrfach sterilisierten Platten zeigten sich 
wesentlich kleinere Hemmhéfe, zum Teil mit F6érderungszonen, und 
vermindertes Antibiontenwachstum. 


Um dieser Erscheinung nachzugehen, wurde frischbereiteter Nahrb. 2 (px 6,6) 
mit (Reihe A) und ohne (Reihe B) Agarzusatz 1, 2, 3 oder 4 mal bei 120° C und 1 atii 
im Autoklaven sterilisiert. AnschlieBend erfolgte die cH*-Einstellung mittels KOH 
auf px 6,7 und bei Reihe B der Zusatz der entsprechend gewasserten Agarmenge 
(38%). Dann wurden die Substrate in Petri-Schalen eingefiillt (10 ml), danach noch- 
mals bei 120° C (ein bisher noch nicht erhitztes GefaB bei 110°C) sterilisiert und zum 
SchluB die cH* in parallel mitgefiihrten Hochschichtréhrchen (mittels Lyphanpapier) 
gemessen (Tab. 10). Die Reduktionskraft, sichtbar gemacht mit TTC, nahm vom 
unsterilisierten (schwach rosa) bis zum 5mal sterilisierten Substrat (intensiv rot) 
stindig zu, wahrend die Jod-Starke-Reaktion unverindert blieb. Es wurde mit 
A 8gund A 37g bzw. A 8 und A 46 beimpft und nach 3 Tagen mit pep in Vorver- 
suchen bewahrten Stéimmen HD, H 58 und H 57 bespriiht. 


Tabelle 10. Wachstum der Actinomyceten und Versauerung nach mehrfachem 
Sterilisieren des Nahrbodens 2 


Reihe A Reihe B 
views Wachstum von | Wachstum von 
Zahl der Sterilisierungen | pu A8g/37g A 8/46 pa | A 8qg/37g A 8/46 
1 x bei 110° 6,3 normal normal 6,3 normal normal 
1 xX bei 120° 6,2 | normal normal 6,0 normal normal 
2 X bei 120° 6,2: | (normal) normal 6,2 schwach schwach 
3 X bei 120° 6,0 schwach (normal) ae} schlecht schlecht 
4 x bei 120° 6,0 | schwach (normal) 5,5 0 
5 X bei 120° 5,6 0 | 5,3 0 
unsterilisiert 6,6 6,6 


Das Wachstum der Actinomyceten und die Hemmwirkung von A 8 g 
und A 37 q lieBen mit zunehmendem Sterilisieren nach, und zwar in 
Reihe B stiarker als in Reihe A (Tab. 10, Abb. 10). Entsprechend 
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vergroBerten sich die Forderungszonen. Die relative HemmhofgréBe von 
A 46 (Abb. 10) wurde dagegen zunachst nicht kleiner. Das Mitsterili- 
sieren des Agars (Reihe A) trug offensichtlich zur Milderung des Vitali- 
tatsabfalls der Streptomyceten bei. 

Wurde eine Reihe schlechtbewachsener Platten (Reihe A 3mal, 
Reihe B 5mal) noch einige Tage langer bebriitet, so konnten die Actino- 
myceten nach insgesamt 9 Tagen Vor- 
bebriitung bespriiht werden und wiesen — +.x 
6 Tage danach normale Aktivitaét auf 7+ 


(die Mittelwerte H: K lagen fiir H 58 o. “ 
als Testpilz zwischen 3,2 und 4,0). Dem- 
nach verlangsamte (oder verhinderte) 4} 
die mehrfache Sterilisierung nur das  ,|_ 
Wachstum der Strahlenpilze und nicht 
die Bildung oder Ausbreitung ihrer °| 
Hemmstoffe. ot 
4 = 
2. Die chromatographische Untersuchung 
der sterilisierten Ndahrlisungen auf redu- 3} 
zverende Zucker ae 
Zur chromatographischen Untersuchung 
wurden 0,1 und 1,0 ml der einzelnen Sterili- ti \i 
sierungsstufen der Reihe B auf Whatman 1- Flare yaa 
Papier aufgetragen. Als Vergleichssubstanzen bei 110° 7x 2x 3x x Sx 
dienten Glucose, Arabinose, Maltose, Galaktose, sreriisiert 
Xylose und Fructose (5 und 204 je Start- Abb. 10. Abfall der Hemmwirkung 
punkt). Es wurde aufsteigend gearbeitet der Stimme A 8g, A 37g und A 46 
mit Phenol als Lésungsmittel. Die Entwick- Se eee Toten rea 
lung erfolgte mit Anilinphthalat (CRAMER ‘Agar sofort, bei Reihe B erst vor dem 
1953). letzten Sterilisieren zugefiigt. 
Die Chromatogramme aller Sterili- pana IS em Fyne 
sationsstufen zeigten braune Flecke BBG ani Oo ae 


(R; = 0,38), die einerseits mit der Maltose 

(R; = 0,37) und andererseits mit Glucose (Rk, = 0,41) ungefahre Lage 
und Farbung gemeinsam hatten, und schwach braune bei Ry =,0,53. 
Daneben traten noch braune bis rotbraune Flecke (Ry; = 0,83) 
auf, die mit der Anzahl der Sterilisierungen an Farbstiarke und 
GréBe stindig zunahmen. Es kénnte sich dabei um Lactone von 
Zuckersiuren handeln, fiir die derartig hohe k,-Werte bekannt 


sind. 


Die von CRAMER (1953) empfohlene Verwendung von ammoniakalischem Phenol 
als Lésungsmittel zur Umlagerung der Lactone zu normalen Séuren war ohne Er- 
folg. Die Identifizierung dieser méglicherweise fiir die Wachstumshemmung verant- 
wortlichen Stoffe konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht in Angriff genommen 


werden. 
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ErwartungsgemaB beeinfluBten Glucose-, Galaktose-, Arabinose-, 
Fructose- und Maltosezusitze in entsprechend gut nachweisbaren Kon- 
zentrationen von 20 und 5 y (bei Glucose auBerdem 40 y) je Milliliter die 
antibiotische Wirkung nicht. : 


G. Besprechung der Ergebnisse 

Die Arbeit sollte klaren, ob sich mit Hilfe eines einfachen Antibiose- 
vitaltests physiologische Unterschiede innerhalb einer Reihe morpholo- 
gischer Rassen von Helminthosporium papaveris feststellen lassen. Das 
Agar-Strichtestverfahren schien dabei die geeignetste Methode zu sein, 
da sich in Ubereinstimmung mit D6LLE (1954a, b) im Lochtest nur 
einer der untersuchten Strahlenpilze als aktiv erwies. Diesen auffallenden 
Unterschied zwischen Vital- und Lochtest kann man vielleicht auf 
Inaktivierung der untersuchten Filtrate durch Oxydation beim Ab- 
saugen (WAKSMAN 1947, HERREL-SCHULZE 1949, WALLHAUSER 1951), 
RuUSCHMANN 1952b) oder auf die generelle Unfahigkeit zur Hemmstoff-_ 
bildung in Flissigkeiten zuriickfiihren, wie es GARDNER u. CHAIN (1942) — 
fiir Proactinomycin sowie FaInscHMIDT u. KoRENTIAKO (1944) fiir 
Mycetin nachgewiesen haben. 

Wie eine Anzahl von Versuchen zur Methodik zeigten, eignete sich als 
Vitaltest besonders gut das Spriihverfahren nach STESSEL u. a. (1953). 
Da der Inhibitionshoftyp (Ausbildung einer totalen oder diffusen Hemm- 
zone oder eines Férderungswalles) nicht nur vom Antagonisten und den 
morphologischen Kigenschaften der Teststimme, sondern auch von der 
Dichte der Sporensuspension abhingig war, konnte nur die weitgehend 
unabhingige HemmbhofgréBe zum Sensibilitétsvergleich herangezogen 
werden. Wegen Schwankungen innerhalb der Versuchsreihe wurde die | 
Hemmbhofbreite im Verhaltnis zur jeweiligen Koloniebreite bewertet 
(relative Hemmbhofbreite), woftir bei allen Antagonisten eine + deutliche 
positive Korrelation und geringste Streuung gegeniiber anderen Berech- 
nungsmoglichkeiten festgestellt worden war. 

Die zunichst viel gréferen Hemmhofe hatten etwa am 6. bis 7. Tage 
ihre Stabilitat erreicht. Wie durch Entfernen der Antagonistenkolonie 
und Bespriihen in Etappen nachgewiesen wurde, war der Hemmstoff im 
Agar nur kurze Zeit wirksam. Demnach ist die endgiiltige Inhibitionszone 
vielleicht als der KinfluBbereich eines kurzlebigen, sténdig nachgebil- 
deten Hemmstoffes anzusehen. Der auBere diffuse Hemmbhof ware 
dann auf geringere Hemmstoffkonzentration zuriickzufiihren. Weitere 
Bildungsméglichkeiten diskutieren WaLLHAUSER (1951a) und Maqgpon 
(1955). 

Da beim Vergleich der Sensibilitéit von HD wihrend aller Teste mit 
der Empfindlichkeit aller anderen Helm. pap.-Rassen zusammengenom- 
men eine weitgehende Ubereinstimmung in Mittelwert und Streuung 
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festzustellen war, konnte man von vornherein fiir die Einzelanalyse keine 
Abweichung einzelner Helm.-Rassen vom Kontrollstamm HD erwarten. 
GrofBe Unterschiede hitten eine stirkere Streuung der Sensibilitaten 
ergeben miissen als die HD-Teste. Dennoch traten bei einigen Stammen 
geringe zum Teil gesicherte Empfindlichkeitsunterschiede auf, die aller- 
dings bei den einzelnen Wiederholungen im Grad ihrer Sicherheit 
schwankten. Man kann daher das Strichtestverfahren zwar zur Fest- 
stellung physiologischer Unterschiede zwischen Helm.-Rassen benutzen, 
_ jedoch erscheint eine diagnostische Verwertung zur Identifizierung eines 
Biotypen infolge ungentigender Sicherheit nicht méglich. Die Verwen- 
dung anderer Antagonisten und einiger Dissozianten der 8 Strahlenpilze 
anderte an dieser Erkenntnis nichts. 
Neuisolierungen und eine Sektorvariante von Helm. pap. zeigten keine 
- charakteristischen Unterschiede zum Kontrollstamm, wahrend Helm. 
sativum ein etwas anderes, jedoch statistisch nicht gesichertes Verhalten 
aufwies. Colletotrichum atramentarium reagierte demgegeniiber eindeutig 
verschieden von HD. Das zeigt deutlich, daB der Antibiosetest nur be- 
grenzt geeignet ist, physiologische Unterschiede (und sei es zwischen 
Arten!) quantitativ zu erfassen. Allerdings sind diese vielleicht nur gering ; 
so konnte auch Marrrn (1954) bei Candida reukauffir nur morphologische 
aber keine physiologischen Differenzen zwischen Eltern- und Sektor- 
stammen nachweisen. Wegen der Geringfigigkeit der Sensibilitatsunter- 
schiede zwischen den Helm.-Rassen kann angenommen werden, da sich 
alle Helm. pap.-Typen im natiirlichen Boden so verhalten wie die von 
Grimmer (1950) und Lane (1953) untersuchten Stamme. 
- Buxton u. Ricwarps (1955) testeten 8 Linien von Fusarium oxy- 
sporum gegen 16 verschiedene Bodenactinomyceten, wobei der geringste 
Abstand zwischen den in parallelen Strichen aufgeimpften Antagonisten 
und Testorganismen als VergleichsmaSstab diente. Auf 4 Staémme 
reagierten die einzelnen Pilzrassen unterschiedlich. Dieser im Zylinder- 
_ test bestatigte Befund erfaBt aber praktisch nur die gegen die Hyphen, 
nicht aber die gegen die Conidien gerichteten, fungistatischen Higen- 
schaften der Streptomyceten, die fiir das Verhalten im Boden gleichfalls 
wichtig sind. Die bei Helm. pap. beobachteten geringen Differenzen 
traten entsprechend den Angaben von BUXTON u. RIcHARDS nur bei An- 
wendung von 3 der 8 Strahlenpilze auf. 

Direkter Aktinomycetenbefall, wie ihn WINTER (1949) bei Ophiobolus 
graminis und Fusarium spec., Lange (1953) bei Helm. pap. und REHM 
(1954/55) bei Aspergillus niger beobachtet hatten, konnte fiir 2 geeignete, 
zunachst nicht fungicid wirkende Strahlenpilze nachgewiesen werden, 
ohne da8 momentan eine Erklarung hierfiir méglich ist. Die jungen Pilz- 
kolonien sind bevorzugte Entstehungsorte fiir Luftmycel. Ob mit dem 
Eindringen in das Pilzmycel eine verstarkte Bildung von Initialzellen im 
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Sinne von KLIENEBERGER-NOBEL (1947) verbunden ist oder ob das Aus- 
brechen des Sekundarmycels auf andere Ursachen zuriickgefiihrt werden 
kann, mu8 dahingestellt bleiben. 

Die Fernwirkung der Strahlenpilze konnte sich in einer Unterdriickung H 
der Conidienkeimung, in einer + starken Verminderung des Wachstums 
schon vorhandener junger Kolonien oder in morphologischen Verande- . 
rungen bzw. volliger Zerstérung des Helm.-Mycels auBern und war fir 
den Antagonisten spezifisch, richtete sich jedoch auch nach dem auf- 
gespriihten Hyphen- und Conidienmaterial. Verspriihte Hyphen waren 
in der Regel empfindlicher als Conidien. Das Entstehen aufgetriebener 
Hyphenformen erklart man sich heute durch die Einwirkung von Hemm-_ 
stoffen auf die Pilz- und Bakterienzellen in Form von Osmosegiften 
(GAUMANN u. a. 1952), die in der Zellwand abgelagert werden (FEW u. 
ScHULMAN 1953) und die Permeabilitaét maBgebend beeinflussen (KAUNAT 
1955). Andere Autoren vermuten eine Wirkung auf den Saurestoff- 
wechsel (UmMBREIT 1953 fiir Streptomycin) oder die Decarboxylase- 
Synthese (GRUNBERGER u. Sorm 1955). Trafen eine oder mehrere dieser 
Ansichten tatsachlich zu, ware die erhGhte Wasseraufnahme, die bis zum 
Platzen fiihren kann, erklarlich. 


ed 


Auf die Bedeutung der Redox-Verhaltnisse fiir den Antagonismus der Bak- 
terien in Mischkulturen wies CHARLTON (1955) hin. WAKSMAN u. a. (1952) machten 
die Beeinflussung des Redoxpotentials der Zellen fiir die Hemmwirkung verant- 
wortlich. Nach Myrvrk u. Vouk (1954) wirken reduzierende Substanzen, wie z. B. 
Ascorbinsaure, antibakteriell; v. PLorHo (1948) erhielt bei Zusatz von Na,SO, zum 
Nahrboden eine Senkung des Redoxpotentials und damit eine verstirkte Antibio- 
ticawirkung. Auch diskutiert man die Méglichkeit einer direkten Einwirkung anti- 
biotischer Substanzen auf die Proteinsynthese (z. B. Kniaur 1952). 


Welche Erscheinungen im hier erérterten Falle vorliegen, steht vdllig 
offen. 

Mehrfache Sterilisierung des Testsubstrats fiihrte zum Riickgang des 
Wachstums und der Hemmwirkung der Strahlenpilze, und zwar be- 
sonders stark dann, wenn die Nahrmedien noch ohne Agarzusatz steri- 
lisiert wurden. Dieses Gelierungsmittel ,,pufferte‘‘ offenbar das Nahr- 
medium und verminderte dabei die Wirksamkeit der beim Sterilisieren 
entstehenden Faktoren. Da die Versauerung des Mediums mit KOH 
ausgeglichen wurde, war eine direkte Séureeinwirkung nicht wahr- 
scheinlich. Im Chromatogramm traten — mit steigender Sterilisierung 
immer deutlicher — Flecke auf, die als Lactone von reduzierend wirken- 
den Zuckern deutbar sind. Zuckersiuren sind bei Hitzesterilisierung von 
stirke- und malzhaltigen Medien zu erwarten (Davis u. Rogers 1939, 
JANKE 1946). Allerdings kénnte man auch an die Bildung reduzierender 
Zucker denken (GREEN u. WAKSMAN 1948, Voge 1951, DéLLE 1954), 
Nach Karstr6m (1931), TAUBENECK (1953) u. a. stimulieren Zucker das 
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Bakterienwachstum, und RuscHMaNnn (1955) beobachtete Foérderungs- 
zonen ausschlieBlich auf zuckerhaltigen Nahrbéden, wahrend FINKEL- 
STEIN u. LANKFORD (1957) berichteten, daB eine Glucose und Phosphat 
enthaltende Nihrbriithe nach dem Autoklavieren hemmend auf Vibrio 
cholerae wirkte. 

Im vorliegenden Falle traten reduzierende Zucker bereits vor der 
ersten Sterilisation stark auf, ohne da8 Aktivitat und Wachstum der 
Actinomyceten vermindert waren. Geringe Glucose- und andere Zucker- 
zusatze zum normalen, einmal sterilisierten Testagar verursachten keine 
Aktivitatshemmung. Interessanterweise ergab reiner, fiir den Pilz 
ungiinstiger Starkeagar im Lochtest eine gréBere Hemmwirkung als 
der normale Testnahrboden. 


Zusammenfassung 


1. Aus einer fir Antibioseuntersuchungen eingerichteten Stamm- 
sammlung wurden von 33 gepriiften Streptomyceten 8 unterschiedlich 
wirksame Stamme fiir die Sensibilitatsteste gegeniiber Helmintho- 
sporium papaveris ausgewahlt. 

2. Es wurde der Einflu8 des Impfverfahrens, der Dichte der Testpilz- 
suspension, die Wirkung des Nahrbodens und seiner cH+ auf die Hemm- 
hofgréBe, der zeitliche Ablauf der Antibiosewirkung und die Beein- 
flussung der Antagonisten durch die Testpilze untersucht. 

3. Samtliche Teste der 6 aktiven Streptomyceten mit dem Kontroll- 
stamm HD wurden zusammengestellt und die ,,relative Hemmbhof- 
breite“’ (Hemmhof-/Koloniebreite) als beste Vergleichsgrundlage ge- 
funden. 

4. Die HemmhofgréBen aller untersuchten Helm. pap.-Stimme bei 
Anwendung je eines der 6 aktiven Strahlenpilze wurden zusammen- 
genommen und der Hemmwirkung dieses Antagonisten auf HD gegen- 
iibergestellt. Es ergab sich weitgehende Ubereinstimmung der Mittel- 
werte, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten. 

5. Keiner der etwas von der Norm abweichenden Staimme zeigte bei 
allen Wiederholungen statistisch gesicherte Abweichungen. 

6. Neuisolierungen und eine Sektorvariante von Helm. pap. sowie 
ein Helm. sativum-Stamm wiesen — im Gegensatz zu Colletotrichum 
atramentarium — keine nennenswerten Veranderungen der Reaktion 
gegentiber dem Kontrollstamm auf. 

7. Bei Verwendung von Dissozianten mehrerer Antagonisten und 
8 weiteren Strahlenpilzstimmen zeigten die gepriiften Helmintho- 
sporien in einigen Fallen etwas vom Kontrollstamm abweichende Re- 


aktionen. 
29* 
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8. Die Reaktion der Helm. pap.-Kolonien auf die Beeinflussung durch 
die Antagonisten hing von ihrer morphologischen Higenart ab. Ein 
direkter Befall der Pilzhyphen durch Streptomyceten konnte vielfach 
beobachtet werden. 

9. Durch mehrfaches Sterilisieren des Testsubstrates trat bei den 
Strahlenpilzen eine Wachstums- und Aktivititsverzégerung ein, und 
zwar besonders, wenn Agar-Agar erst vor dem letzten Erhitzen zugesetzt 
wurde. Bei der chromatographischen Untersuchung auf reduzierende 
Zucker traten Flecke von hohem Re-Wert auf, die als Uronsdurelactone 
gedeutet werden kénnen. 


Herrn Prof. Dr. H. WarreNBERG danke ich fiir die Stellung des Themas und 
fiir standige Unterstiitzung wahrend der Arbeit. Auch allen denjenigen, die mir 
freundlicherweise Stamme zur Verfiigung stellten, sei hiermit herzlich gedankt. 


~ 
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